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Résumé

La glande mammaire est I’objet d’une pathologie tumorale épithéliale fréquente.
Cependant, I’évolution de la tumeur est extrémement longue (6-8 ans) ; elle est soumise a des
interactions complexes entre les cellules tumorales et le tissu normal environnant. Ainsi, nous
avons démontré que les cellules épithéliales mammaires normales (CEMN) inhibent la
croissance des cellules cancéreuses de sein. De plus, pour les lignées MCF-7 et T47-D qui
sont hormono-sensibles et possédent une protéine P53 fonctionnelle, l'inhibition de la
croissance est due a une induction de I'apoptose. Cette induction de ’apoptose est sous
controle de P53 et elle est médiée par Fas. En revanche, les CEMN ralentissent la
prolifération des cellules MDA-MB-231 sans induire I'apoptose. Cette lignée représente un
stade plus avancé du développement tumoral et posséde une activition constitutive de NF-xB.
L’inhibition de NF-xB restaure la sensibilité de ces cellules vis-a-vis de I’apoptose induite par
les CEMN via Fas. D’autre part, nous avons tenté d’identifier les facteurs pro-apoptogénes
produits par les CEMN. La caractérisation préliminaire indique que les facteurs pro-
apoptogénes sont des protéines thermolabiles, présentant pour la plupart une masse
moléculaire de 30 a 50 kDa. Nous avons discriminé six fractions actives issues d'HPLC
préparative. L'analyse en spectrométrie de masse d'une quantité suffisante de ces fractions
devrait permettre leur identification.

L’ensemble de ces travaux montre que les CEMN produisent des facteurs qui
induisent I’apoptose des cellules cancéreuses de sein via Fas. Notre travail contribue a une
meilleure compréhension des processus de rétrocontrdle exercés par les CEMN sur le
développement mammaire tumoral. L’identification des facteurs pro-apoptogénes produits par
les CEMN permettrait d’ouvrir une voie importante dans les stratégies thérapeutiques contre

le cancer du sein.
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Introduction




I- Développement normal de la glande mammaire
L1- Développement de la glande mammaire

Le développement de la glande mammaire est lent et se poursuit jusqu'a I'dge adulte. 11 se
déroule essentiellement avant la naissance et ne s'achéve réellement que pendant la grossesse

et l'allaitement (Fig. 1). ek
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Figure 1 : Les différentes phases de la croissance et du fonctionnement de la glande

mammaire (d’aprés Espie et Gorins, 1995).

1) Etape prénatale

Au cours de la 4°™ semaine du développement embryonnaire, apparaissent les bourgeons
mammaires primitifs le long de la créte mammaire (ou ligne lactéale) (Fig. 2). Dés la 6™
semaine, la créte mammaire disparait et seuls les bourgeons mammaires subsistent ; c'est la
fin de I'étape embryonnaire (7°™ semaine). Au cours du 5™ mois, les bourgeons mammaires
vont émettre, dans le mésoderme sous-jacent, 15 & 20 prolongements cylindriques qui vont se
ramifier, se dilater et se creuser pour former une lumiére (futurs canaux galactophores) vers le
7-8°™ mois. A la naissance, la glande mammaire est restreinte a ce systéme de tubules trés
courts au sommet duquel affleure 1'ébauche du futur mamelon. A la naissance, le mamelon
fait saillie et l'aréole se pigmente légerement. Le développement de la glande mammaire

s'arréte alors chez le gargon.
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Figure 2 : Développement prénatal de la glande mammaire (d’aprés Espie et Gorins,
1995).

2) Etape pubertaire

De la naissance jusqu'a la puberté, la croissance de la glande mammaire est minime et
isométrique. A la puberté, on note surtout une augmentation du volume due a I'augmentation
de la masse graisseuse. Le développement des canaux galactophores et des acini reste modéré.
D'autres modifications sont observées telles que la saillie du mamelon, la pigmentation et la
saillie de l'aréole. Les lobules ne se forment que lors de la premiére ovulation (14-15 ans) et le

sein prend alors sa forme normale de nullipare.

3) Gestation et lactation

Au cours de la gestation, on note I'extension des canaux galactophores et la différenciation
des acini glandulaires. Cette différenciation des acini s'achéve lors de la lactation ; les acini

sont alors capables de produire du lait.
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Figure 3 : Structure de la glande mammaire (adaptée de Burkitt ez al, 1995).



L2- Anatomie et histologie de la glande mammaire

Le sein est constitu¢ de la glande mammaire proprement dite qui débouche au niveau du
mamelon (ou papille) et s'enfonce dans un tissu adipeux (Fig. 3). La glande mammaire est une
structure ramifiée, organisée en 15 a 20 lobes. Chacun des lobes s'organise autour d'un canal
galactophore apportant le lait au mamelon. A l'autre extrémité, le canal galactophore se
ramifie au niveau des lobules mammaires en petits canalicules pour former les unités
terminales ducto-lobulaires.

Le systeme lobulo-canalaire de la glande mammaire est constitué¢ d'une assise continue de
cellules épithéliales, doublée d'une couche externe discontinue de cellules myoépithéliales.
Ces deux couches cellulaires reposent sur une lame basale recouverte d'un manchon
fibroblastique plus ou moins développé (Fig. 4 A).

Les acini ou alvéoles sont composés de cellules épithéliales, qui sécreétent le lait, et de cellules
myoépithéliales. Celles-ci sont entourées d'une lame basale et d'un tissu mésenchymateux (ou
tissu palléal), composé de fibroblastes et d'adipocytes, fortement irrigué par les vaisseaux

sanguins (Fig. 4 B).

¥

e

Figure 4: Histologie de la glande mammaire. A) Lobule mammaire. CI: canal
intralobulaire ; EC : extremités canalaires ; TI : tissu de soutien intralobulaire ; TE : tissu de
soutien extralobulaire. B) Canal terminal intralobulaire. La couche interne de 1’épithélium a
un aspect cubique (C), tandis que la couche externe est constituée de cellules myoépithéliales
(M) (d'apres Stevens et Lowe, 1992).
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Figure 5 : Role de ’axe hypothalamo-hypophysaire dans le contréle du développement
et de Pactivité de la glande mammaire (d’aprés Houdebine, 1997).
ACTH : adrenocorticotropic hormone ; FSH : follicule stimulating hormone ; LH : luteinizing

hormone ; hCS : human chorionic somatotropin ; TSH : thyroid stimulating hormone ; GH :
growth hormone.



1.3- Variations de la glande mammaire durant la vie génitale

La prolifération et la différenciation des cellules €pithéliales mammaires sont sous contrble
hormonal. Les hormones d’origines hypothalamo-hypophysaire, ovarienne, surrénalienne,
placentaire et thyroidienne jouent un role complexe dans ce développement (Fig. 5). Ainsi, les
oestrogenes sont essentiels dans le contrdle de la croissance. Lors du cycle menstruel, la
glande mammaire subit de légéres modifications en fonction des phases du cycle. Ces
variations morphologiques ont été divisées en cinq phases par Vogel er al (1981)
correspondant aux stades du cycle menstruel :

-phase proliférative (j3 a j7). Les cellules épithéliales se multiplient, le stroma est trés
dense.

-phase folliculaire (j8 a j14). Les lobules sont de petite taille, peu de mitose dans les
cellules épithéliales.

-phase lutéale (j15 a j20).

-phase sécrétoire (j21 a j27). Les cellules présentent une faible activité sécrétoire.

-phase menstruelle (j28 a j2). Elle est caractérisée par la résorption de I'hypertrophie
par apoptose des cellules épithéliales.
Lors de la grossesse, l'activité proliférative est importante pendant les vingt premiéres
semaines. Au cours du dernier trimestre, on constate I'accumulation de granules de sécrétion
dans les cellules épithéliales lobulaires. Le mésenchyme s'amenuise au fur et & mesure du
développement de I'appareil sécrétoire. Aprés I’accouchement, sous I’action de la prolactine,
les cellules épithéliales secrétent le lait. Les acini sont distendus par l'accumulation des
sécrétions dans la lumiére des canaux galactophores et dans les cellules épithéliales. L'arrét de
la lactation entraine, par une accumulation du matériel sécrétoire, la régression de la glande
mammaire et son retour a un aspect "normal"” de glande non gestante. Les cellules épithéliales

sécrétrices sont éliminées par apoptose et phagocytose.



Lors de la ménopause, le sein va également subir des phénoménes d'involution caractérisés
par une atrophie des structures galactophoriques et une hyalinisation du tissu palléal. Seuls 3 a

4 lobules subsistent.

II- Développement cancéreux de la glande mammaire
I1.1- Principaux types histologiques de cancer du sein

Plus de 98% des cancers du sein sont des adénocarcinomes qui se développent a partir de
I’épithélium glandulaire (carcinomes lobulaires) ou de I’épithélium des canaux galactophores
(carcinomes canalaires). Dans de rares cas (environ 5-6%), les cellules cancéreuses proliférent
a l’intérieur des lobules mammaires ou des épithéliums, sans rupture de la lame basale donc
sans infiltration du tissu conjonctif. Ces carcinomes sont appelés respectivement carcinome
lobulaire in situ (CLIS) et carcinome canalaire in situ (CCIS). Dans la majorité des cas, la
lame basale est altérée ou détruite et les cellules cancéreuses infiltrent le tissu conjonctif ; ce
sont des carcinomes lobulaires invasifs (CLI) (5 a 15% des cas) et des carcinomes canalaires
invasifs (CCI) (75% des cas).

Les carcinomes in situ et invasifs sont parfois associés (0,7 a 4% des cas) & un
adénocarcinome intraépidermique de la région de 1’aréole, connu sous le nom de maladie de

Paget.

11.2- Oncogénes et anti-oncogénes

La cancérogenése est le résultat d'une succession d'étapes faisant évoluer une cellule normale
en cellule cancéreuse. Ce processus est permis par l'altération progressive de I'expression de
génes favorisant (oncogénes) ou au contraire empéchant (anti-oncogénes ou génes
suppresseurs de tumeurs) le développement cancéreux (Macleod, 2000). Ces altérations

conferent aux cellules cancéreuses les capacités (Hanahan et Weinberg, 2000) :
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Récepteurs des facteurs de
croissance (ex : Erb-B2)

Expression des génes

Figure 6 : Implication des oncogénes et anti-oncogénes dans les cascades de transduction
des facteurs de croissance (adaptée de Hunter, 1997).

Les oncogénes sont indiqués en blanc sur fond noir et les anti-oncogénes sont indiqués en noir

sur fond blanc .



-de se répliquer de fagon indéfinie (immortalisation des cellules),

~-de croitre en I'absence de stimulations externes,

-d'étre insensibles aux rétrocontréles visant 4 modérer la prolifération cellulaire,

-d'échapper a la mort par apoptose,

-de favoriser I'angiogenése de la tumeur,

-d'envahir les tissus adjacents et de métastaser.

Le nombre d'oncogénes et d'anti-oncogenes recensés ne cesse de s'accroitre ; ils codent des
protéines impliquées dans de nombreuses cascades de transduction telles que des récepteurs,
des facteurs de transcription ou des protéines régulatrices du cycle cellulaire (Fig. 6). Parmi
les oncogénes, la surexpression d’erb-B2, de myc ou du géne de la cycline D1 est
fréquemment reportée.

Le géne erb-B2 code un récepteur de type 1 des facteurs de croissance. Les ligands

d’Erb-B2 ne sont pas encore clairement définis ; cependant, il semble qu'Erb-B2 forme des
hétérodimeres avec d'autres récepteurs de cette famille pour permettre la transduction du
signal. Ainsi Erb-B2 peut se lier a Erb-B3 ; Erb-B3 se lie 3 de nombreux ligands mais ne
posséde pas de domaine tyrosine kinase fonctionnel. L'hétérodimérisation Erb-B3/Erb-B2
permettrait l'activation des signaux intracellulaires par ’engagement des domaines tyrosine
kinases d’Erb-B2 (Klapper et al, 1999).
Dans les cancers du sein, on note une amplification génique ou une surexpression d’erb-B2.
Dans la majorité des cas, cette surexpression est associée a une augmentation de la
chimiorésistance des tumeurs et & un mauvais pronostic (Hynes et Stern, 1994; Klapper et al,
2000). Un anticorps neutralisant anti-Erb-B2 est aujourdhui utilisé dans le traitement de
certains cancers du sein.

c-myc est 'homologue cellulaire d'un oncogene viral, v-myc. 11 est impliqué dans de
nombreux processus physiologiques tels que la prolifération et la différenciation cellulaires

ainsi que l'apoptose. Bien que l'on sache que Myc agit comme facteur de transcription en
-6-
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Figure 7 : Role de P53 dans ’apoptose et Parrét du cycle cellulaire en phase G1 (adaptée
de Choisy-Rossi et al, 1998).

A :induction ; Y : inhibition.



association avec Max, son role exact dans les régulations cellulaires reste a éclaircir
(Prendergast, 1999).
Une amplification de c-myc est retrouvée dans environ 15% des cancers du sein et cette
augmentation est corrélée a un mauvais pronostic (Deming et al, 2000).

ccnd (ou pradl) code la cycline D1. Les protéines de cette famille contrélent le cycle
cellulaire en régulant l'activité des kinases cycline-dépendantes, avec pour conséquence la
progression des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire.
Les cancers du sein peuvent présenter une amplification génique mais également une
surexpression de cette protéine (Hosokawa et Arnold, 1998). La présence d'une amplification
associant le géne de la cycline D1 et les génes int2 (FGF-3) et hst (FGF-4) semble plus
fréquente dans les tumeurs mammaires exprimant les récepteurs aux oestrogénes (environ

15% des cas) (Frierson ef al, 1996).

En ce qui concerne les anti-oncogénes, 1’expression de p53 et brca est souvent altérée dans les
cancers du sein.

P33 code une phosphoprotéine, le géne est porté par le bras court du chromosome 17
(17p13). P53 est un facteur de transcription intervenant dans le contréle du cycle cellulaire et
I'induction de I'apoptose (Sheikh et Fornace, 2000a). L'activation de P53 permet la réparation
de I'ADN par arrét du cycle cellulaire en phase G1 ou G2. L’arrét des cellules en phase G1 est

induit par P21%*1!

tandis que l'arrét en phase G2 dépend de l'activation de la protéine 14-3-3¢
et/ou de GADDA45. De nombreux genes intervenant dans I'apoptose et la survie sont sous le
controle de P53, notamment des génes codant les récepteurs de mort (Sheikh et Fornace,
2000b), des membres de la famille Bcl-2 et des éléments intervenant dans la survie induite par
les IGFs (IGF-I, IGF-R1, IGFBP-3) (Burns et El-Deiry, 1999) (Fig. 7). L'activation ou

I'inhibition de l'expression de ces génes conduisent a une majeure partie des effets pro-

apoptogénes de P53. Cependant, les mécanismes dictant le choix entre arrét du cycle et/ou
-7-
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induction de I'apoptose dépendent du contexte cellulaire et restent hypothétiques (Momand et
al, 2000).

Dans les cancers du sein, les mutations de p53 sont retrouvées a des fréquences variables
selon les études (de 15% a 60%) (Bautista et Theillet, 1997).

Les génes brca 1 et 2 codent des protéines nucléaires contribuant, entre autre, a la
recombinaison homologue, a la réparation de ' ADN et a I’expression de certains geénes (Wang
et al, 2000 ; Welcsh et al, 2000).

L'existence de cancers familiaux du sein et de I'ovaire ont permis de mettre en évidence sur le
bras long du chromosome 17, le géne brcal (Miki et al, 1994). Un deuxiéme géne de
prédisposition (brca 2) a été identifié sur le bras long du chromosome 13 (Wooster et al,
1995). Depuis, la perte du géne brcal a été trouvée dans des cancers du sein sporadiques dans

plus de 50% des cas (Van Golen et al, 1999).

11.3- Interactions cellulaires dans le développement tumoral

Le développement tumoral ne dépend pas uniquement des cellules cancéreuses, il est
également sous 1’influence des cellules normales environnantes. En effet, il a ét¢ démontré
que les interactions entre cellules tumorales et cellules normales influencent la croissance,

l'invasion et la métastase des cellules tumorales (Fig. 8) (Hanahan et Weinberg, 2000).

1) Facteurs stimulant la croissance des cellules cancéreuses de sein

Le mésenchyme mammaire est constitué de divers types cellulaires et notamment des cellules
endothéliales, des adipocytes et des fibroblastes. Dans les cancers du sein, les cellules
tumorales induisent une activation des fibroblastes ; ces fibroblastes, en retour, secrétent de
nombreux facteurs tels que des protéines de la matrice extracellulaire, des protéases et des
facteurs de croissance qui favorisent le développement cancéreux (Tlsty et Hein, 2001 ;

Elenbaas et Weinberg, 2001).



a) Protéines de la matrice extracellulaire et protéases

Les fibroblastes produisent de nombreux composants de la matrice extracellulaire tels que la
laminine, du collagéne de type IV et des protéoglycanes héparanes sulfatés (Elenbaas et
Weinberg, 2001). Les composants de la matrice extracellulaire activent, via leur fixation a des
récepteurs membranaires, des signaux de survie et de prolifération dans les cellules
cancéreuses. De plus, la matrice extracellulaire contréle la biodisponibilité des facteurs de
croissance tels que les FGFs (Fibroblast Growth Factors) et le TGF (Transforming Growth
factor).

Les fibroblastes produisent également de nombreuses protéases dont les stromélysines-1 et -3,
les MMP-2 et -9 (Matrix Metallo-Protease) ou encore la MMP-1 (Heppner ef al, 1996). Ces
protéases induisent la libération par la matrice extracellulaire et la maturation de nombreux
facteurs de croissance tels que le FGF-2, le PDGF (Platelet Derived Growth Factor) et '/EGF

(Epidermal Growth Factor) favorisant le développement cancéreux.

b) IGFs (Insulin Growth Factors)

L’IGF-I et I'IGF-II sont deux polypeptides de 7,6 et 7,4 kDa respectivement. Ils se lient a un
récepteur de haute affinité de type tyrosine kinase : le récepteur de type I des IGFs (IGF-R1).
Ils sont aussi capables d'activer le récepteur de l'insuline mais leur affinité est 100 fois moins
forte pour ce récepteur. Il existe également un récepteur de type II des IGFs (IGF-R2) liant
préférentiellement I'IGF-II. Ce récepteur ne posséde pas d'activité tyrosine kinase et présente
de fortes homologies avec le récepteur du mannose-6-phosphate. L’IGF-R2 ne semble pas
intervenir dans la transduction des signaux mitogénes de I'GF-II, son rdle reste donc a
définir.

Les IGFs sont des facteurs de croissance qui jouent un rdle majeur dans la prolifération et la

survie des cellules cancéreuses de sein (Peyrat et al, 1993 ; Resnicoff et al, 1995). Les
-9.



analyses de biopsies tumorales montrent que les fibroblastes en contact avec les cellules
épithéliales mammaires normales expriment de I'IGF-I tandis que ceux environnants les
cellules cancéreuses expriment de I'IGF-II (Yee ef al, 1989 ; Paik, 1992 ; Rasmussen et
Cullen, 1998). L'IGF-R1 est, quant a lui, surexprimé dans les cellules cancéreuses de sein
(jusqu'a 14 fois plus d'IGF-R1 dans les cellules cancéreuses par rapport aux cellules normales)
(Resnik er al, 1998). Cette surexpression du récepteur de type I est dépendante des
oestrogénes (Stewart et al, 1990) et de P53 (Webster ef al, 1996 ; Werner et al, 1996). Outre
l'augmentation du nombre de récepteurs, l'activité kinasique de ces récepteurs est également

accrue dans les cellules cancéreuses de sein (Resnik ef al, 1998).

¢) FGFs (Fibroblast Growth Factors)

Les FGFs forment actuellement une famille de 20 membres. Les FGFs sont des facteurs de
croissance ayant des récepteurs de basse et de haute affinités. Les récepteurs de basse affinité
sont des protéoglycanes de type héparane sulfaté (ou HSPG). Ils protégent les FGFs de la
dégradation et contrélent la biodisponibilité des FGFs. 11 existe 4 types de récepteurs de haute
affinité : FGF-R1, FGF-R2, FGF-R3 et FGF-R4. Ces récepteurs sont des récepteurs de type
tyrosine kinase et sont caractérisés par la présence de 2 ou 3 boucles de type
immunoglobuline sur leurs domaines extracellulaires.

Le FGF-2 et le FGF-7 ou KGF (Keratinocyte Growth Factor) ont été décrits comme des
facteurs paracrines agissant sur la croissance des cellules épithéliales mammaires. Ainsi, les
études in vivo démontrent que le FGF-7 est produit par les fibroblastes mammaires alors que
le récepteur du FGF-7 (KGF-R, FGF-R2-IlIb) est exprimé par les cellules épithéliales
mammaires (Imagawa ef al, 1994 ; Bansal et al, 1997). Malgré ces constatations, il n'a pas été
établi de relation certaine entre I'expression du FGF-7 ou de ses récepteurs et le pronostic des
cancers du sein. Les études réalisées sur des explants mammaires ont montré que le FGF-2

est, quant a lui, essentiellement produit par les cellules myoépithéliales mammaires (Gomm et
-10 -



al, 1991). Le FGF-2 est secrété et piégé par la matrice extracellulaire (Gomm et al, 1997)
d’ou il pourra étre capté par les cellules épithéliales cancéreuses. Dans les cancers du sein, la
valeur pronostique du FGF-2 est encore contestée (Eppenberger et al, 1998) mais il semble
que la présence de ce facteur de croissance dans les tumeurs soit associée a une augmentation

de la survie globale des patientes (Colomer ef al, 1997 ; Smith et al, 1999).

d) HGF/SF (Hepatocyte Growth Factor/Scatter Factor)

L'HGF/SF est un facteur de croissance formé de deux chaines polypeptidiques glycosylées de
62 kDa et 30-32 kDa, il se lie a un récepteur de type tyrosine kinase composé de deux sous
unités formant un hétérodimere.

L'HGF/SF est un facteur angiogéne, motogéne, mitogeéne et de survie. Ainsi, il a été reporté
que les cellules cancéreuses de poumon sécrétent du FGF-2 et du PDGF qui entrainent une
augmentation de la synthése d'HGF/SF par les fibroblastes. L'HGF/SF sécrété par les
fibroblastes stimule alors la prolifération et l'invasion des cellules cancéreuses ainsi que
I'angiogenése en agissant sur les cellules endothéliales (Nakamura et al, 1997).

Dans les cancers du sein, la quantité d'HGF/SF est plus importante dans la tumeur que dans le
tissu adjacent et le taux d'HGF/SF circulant est augmenté chez 60% des patientes présentant
des métastases (Yamashita et al, 1994). L’augmentation de ’HGF/SF est par ailleurs corrélée

a un mauvais pronostic (Toi et al, 1998).

2) Facteurs inhibant la croissance des cellules cancéreuses de sein

De nombreux signaux inhibiteurs sont produits par les cellules normales pour maintenir
I'homéostasie tissulaire et inhiber le développement tumoral. Ainsi, les cellules
myoépithéliales produisent des facteurs inhibant la croissance et la migration des cellules
cancéreuses de sein mais aussi l'angiogenese (Xiao et al, 1999 ; Nguyen et al, 2000 ; Alpaugh

et al, 2000). Les cellules épithéliales mammaires synthétisent quant a elles de nombreux
-11-



facteurs inhibiteurs de croissance tels que le TGF-B1, le MDGI, le TNFa, des interleukines et
des IGFBPs. Le TGF-f1 induit I'arrét du cycle cellulaire et/ou I'apoptose des cellules dans les
stades précoces de cancer du sein. Le MDGI (Mammary Derived Growth Inhibitor) est une
protéine de la famille des FABP (Fatty Acid Binding Proteins), il inhibe la prolifération des
cellules cancéreuses de sein. Le TNFo (Tumor Necrosis Factor) est une cytokine induisant
un arrét de la prolifération et/ou la mort des cellules cancéreuses de sein. Les interleukines-4,
et -6 induisent l'apoptose des cellules cancéreuses de sein. Les IGFBPs (IGF Binding
Proteins) sont des protéines s'associant aux IGFs, ils contrdlent la biodisponibilité et I'action
des IGFs vis-a-vis des IGF-Rs. Les IGFBPs pourraient également agir indépendamment des
IGFs sur des récepteurs spécifiques pour induire l'apoptose. Les protéoglycanes de type
héparane sulfaté (HSPGs) sont des composants de la matrice extracellulaire nécessaires a
’action de certains facteurs de croissance. Les HSPGs peuvent €galement réguler de fagon

négative la croissance des cellules cancéreuses de sein.

Le role de ces inhibiteurs produits par les cellules épithéliales mammaires normales sur la

prolifération des cellules cancéreuses de sein est discuté dans l'article 1.
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Article 1 :

"Autocrine and paracrine growth inhibitors of breast cancer cells"

Cet article a été publié dans la revue :

"Breast Cancer Research and Treatment" (vol. 60, p : 251-258; 2000).
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Summary

Breast epithelial cells produce both mitogens and growth inhibitors which are involved in the control of mammary
gland development through autocrine and paracrine pathways. While the mechanisms of action of several growth
factors have been well established and related strategies proposed for breast cancer therapy. little is known con-
cerning growth inhibitors. In this review, we present an overview of current information about major autocrine
and paracrine growth inhibitors of breast epithelial cells, and we discuss their potential functions in the control of

breast cancer development.

Introduction

Breast cancer is one of the most common cancers
of women. The current methods of aeamment which

are based on local surgery with or without radiother-

apy, and/or chemotherapy, have not improved the long
term survival of patients. However, mammary tumor
pathology progresses slowly, since it is estimated that
the development of a tumor of 2 ¢m from one tumor-
cell requires 6-8 years. On the other hand, improving
knowledge on mammary gland development, espe-
cially during post-lactational involution suggest that
autocrine and paracrine factors controlling mammary
tissue homeostasis might be potentially useful for
breast cancer prevention and treatment. Elucidation
of the mechanisms by which these growth inhibitors
regulate normal and tumoral cell proliferation should
contribute to the development of novel strategies for
the prevention and therapy of breast cancer. This pa-
per summarizes new information concerning major
growth inhibitors of mammary epithelial cells and re-
views their potentiel functions in the control of breast
cancer development.

Mammary derived growth inhibitor (MDGI)

Mammary derived growth inhibitor (MDGI) was first
_purified from lactating bovine mammary gland and

biologically characterized in a mouse Ehrlich ascites
mammary tumor suspension culture (1]. In mono-
layer culture, MDGI inhibits growth of normal human
mammary epithelial cells-and is more important for
cells at higher passage. MDGI also inhibits growth of
the mouse mammary tumor cell line mMaCa 20177
and human breast tumor cell lines such as MaTu and
T47-D. However, the inhibitory effect of MDGI re-
quires serum starvation to trigger cells into quiescence
(2]. Amino acid sequence analysis of the 14.5-kDa
MDGI initially described revealed that it belongs to
a familly of fatty acid-binding proteins (FABP) [3]
involved in lipid metabolism by binding and intracel-
lular ransporting of long-chain fatty acids. However,
presently, it is believed that MDGI does not exist as
a distinct protein, it rather represents a mixture of
adipocyte-type FABP (A-FABP) and heart-type FABP
(H-FABP) [4, 5]. Moreover, the growth inhibitory
activity can be exerted by H-FABP [6]. H-FABP from
bovine heart and bovine mammary gland, recombin-
ant MDGI act as growth inhibitors on primary mouse
mammary epithelial cells. In mammary gland organ
culture, growth inhibition is associated with functional
differentiation (milk protein synthesis). Selective in-
hibition of endogenous MDGI expression by antisense
oligonucleotides suppresses the appearance of alve-
olar end buds and lowers the casein level in organ
culture. The inhibitory function of H-FABP does not
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require binding of fatty acids, because a |l-amino
acid sequence, represented in the COOH terminus of
H-FABP. which does not bind fatty acid. can also
mimic the activity of H-FABP (6]. [t remains to be
established whether A-FABP can also act as a growth
inhibitor.

[n addition. MDGI has been considered as 2 w-
mor suppressor, because immunostaining of sections
of human breast tumors showed loss of immunore-
active MDGI protein in the neoplastic cells compared
to its presence in adjacent normal epithelial cells
[7]. Moreover, several breast cancer cell lines fail to
express the MDGI gene: transfaction of a MDGI ex-
pressing coastruct into breast cancer cell line MCF-7
results in reduced proliferation. enhanced cell differ-
entiation in virro and decreased twmor formation in
nude mice (7]. Loss of MDGI expression in breast
cancer cell lines and in primary breast tumors is 1550-
ciated frequently with hypermethylation of Hpa/l and
Hkal sites upstream of the first exon. and a Sac// site
in the first intron of the MDGI gene. The importance
of hypermethylation in repressing of MDGI transcrip-
tion is reinforced by the use of 5-aza-deoxycytidine
in breast cancer cell lines: demethylation of Hpa/l and
Hkal sites upsream of the first exoa. and a Sac/7 site in
the first intron by 3-aza-deoxycytidine leads to expres-
sion of MDGI transcript mice (8]. The mechanism by
which MDGI inhibits cell growth and induces cell dif-
ferentiation is not clear. Although exogenous MDGI
is able to elicit biological responses. the nature of its
receptor is unknown.

Transforming growth factor-§ (TGFB)

TGFB isoforms are multifunctional polypeptides. each
encoded by a different gene. TGFB ! is the best studied
and is a disulfied-linked homodimer of 25 kDa. de-
rived from a 390-amino-acid precursor. The precursor
is cleaved to yield an N-terminal latency-associated
peptide (LAP) and a C-terminal mature TGF81 pep-
tide which remain complexed with each other as a lat-
ent TGFB L: the latent TGF31 is secreted and must then
be activated by thrombospondin and plasmin to release
the mature bicactive TGFB1 peptide. Active TGF8!
elicits its effects by binding to three surface receptors
termed type I (RD). type II (RID and type [II (RIID).
RI and RII are senne/threonine kinase receptors of 53
and 75kDa. while RIII (B-glycan) is a proteoglycan
of about 300 kDa. [t has been suggested that RIII en-
hances TGFB1 binding to RII by directly presenting

the ligands to RII. The TGFB!-RII compiex recog-
nizes and binds to RI. forming an hetero-oligomernc
complex and phosphorylating RI. The activated RI
phosphorylates Smad proteins which then move into
the nucleus and associate with DNA- binding proteins.
resulting in activation of transcription {9].

TGFBI is a potent inhibitor of the growth of czils
derived from epithelium. During mouse mammary
gland development. TGFB [ selectively inhibits ductal
elongation by causing the disappearance of the stem
cells and rapid involution of ductal end buds [10].
Transgenic expression of TGFRI targeted to the mam-
mary epithelium inhibits the normal development of
the ductal and lobular epithefium [11]. In the mouse
mammary gland. TGF81 induces apoprosis of epi-
thelial cells duning involution atter lactation [12].
In viero. TGFBL arrests human mammary epithelial
cells at the GU/S boundary [13]. However, most cell
lines derived from invasive human breast carcinoma
are much less sensitive or are resistant to the anti-
proliferative effects of TGFB1 (t4, 15]. One of the
mechanisms is the inactivation of one of the three re-
ceptors in tumor cells. [t has been reported that several
TGFB 1 -cesistant human breast cancer cell lines fail
to express RII mRNA {16, 17]. Transfection with a
RII expression vector restores TGFB 1 function in vitro
{17]. Moreover. human breast cancer cel] lines express
reduced amounts of RIII when compared with untrans-
formed human mammary epithelial cells. Transfecuon
of human breast cancer cell line MDA-MB-231 with
RIII reduces tumor incidence and growth rate when
cells are inoculated in athymic aude mice [18]: simil-
arly, RIII is capable of restoring autocrine inhibitory
activity of TGFBl in MCF-7 cells [19]. Moreover.
Smad protein mutations can also result in TGFB1 res-
istance: in the MDA-MB-468, a czll line resistant (0
TGFB1. Smad 4 is deleted: transfection of Smad +
restores both TGFB l-induced growth inhibition and
transcriptional response [20]. Although TGF3! is pro-
duced bv both normal and transformed breast epi-
thelial calls. production of TGFB! by primary breast
cancer appears to increase with advancing stages of
tumor progression [21]. Moreover, most of TGFBL is
localised at the advancing edges of the tumors in areas
of active growth. suggesting a possible cole of TGFBL
in tumor promotion. Several pathways may contrib-
ute to tumor progression by TGFB1: wmor-derived
TGFB1 may act as immune suppressor and allow -
mor cells to escape from immune surveillance; TGFB!
may stimulate neighbouring fibroblasts to produce col-
lagenases. uPA (urokinase plasminogen activator) and
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stromelysin {22-24]: TGFB I can also enhance tumori-
genicity via effects on tumor cells themselves which
acquire resistance to the growth-inhibitory effect of
TGFB1. For example, TGFBI stimulates collagenase
and uPA production by mammary tumor cells and
thereby stimulates tumor cell invasion and metastasis
[35. 26]. Therefore, TGFB1 acts as an inhibitor of
breast cancer promotion by its growth inhibitory ef-
fect on normal epithelial cells and epithelial cells of
early breast cancer stages. It may promote tumor de-
velopment by enhancing invasion and/or metastatic
potential of tumor cells that are resistant to growth
inhibition. The challenge now is to understand how
cancer cells can become resistant to growth inhibition
by TGFB! and yet retain other responses to it.

Tumor necrosis factor (TNFa)

TNFa is a multifunctional cytokine which affects the
growth. differentiation, and/or function of virtually ail
cell types by acting alone or in concert with a vari-
ety of other cytokines, hormones, or growth factors
{27]. TNFa is first synthesized as a 26-kDa transmem-
brane precursor, which is then proteolytically cleaved
to release the 17-kDa soluble cytokine. Two distinct
cell surface TNF receptors 55-60kDa and 75-80kDa
(TNFR1 and TNFR2, respectively) have been identi-
fied on the membrane of virtually all examined cells
[28].

TNFa and its receptors are expressed during the
various stages of rat mammary gland development:
the transmembrane 26 kDa TNFa protein, undetect-
able in virgin rats, increases throughout pregnancy and
lactation. and disappears during involution. TNFRI
mRNA peaks in early lactation and declines thereafter.
whereas TNFR2 mRNA rises steadily through lacta-
tion [29]. Moreover, TNFa stimulates growth of mam-
mary epithelial cells solely through TNFRI, whereas
the two receptors work in opposition to each other to
regulate functional differentiation (casein accumula-
tion), with inhibition occuring through the TNFR] and
stimulation through the TNFR2 [29]. TNFa is cyto-
toxic for most human breast carcinoma in short-term
culture system while sparing normal cells [30]; it is
also capable of inhibiting the growth of human breast
cancer cell line MCF-7 by inducing arrest in G1/GO.
This arrest in G1/GO is p53-dependent which induces
p2 1 WAF1 15 decrease Rb protein expression [31].

The balance between destructive and protective ef-
fects of TNFa may determine the ability of TNFa

to destroy selectively cancerous cells. while hardly
affecting the viability of normal cells. The pathway
leading to cell death is due to direct recruitment of
caspase-8: the intracellular domain of TNFR1 con-
tains an approximately 80 amino acid protein—protein
interaction motif termed ‘death domain’ (DD). Bind-
ing of TNFa to TNFRI induces aggregation of TNFR|
which recuit DD-containing adapter proteins such as
TNFRI associated DD (TRADD) and Fas associated
DD (FADD). The death effector domain (DED) of
FADD is then associated with pro-caspase-8, which
is activated by autocatalysis. the caspase 8 activates
other caspases including caspase-3, which ultimately
induce apoptosis. Survival or mitogenic signal gen-
erated by TNFa involves de novo synthesis of some
protective proteins via activation of the transcription
factor NF-«kB [32]. Nevertheless, many questions have
yet to be answered: what are the exact mechanisms of
cytotoxic effect and the cellular resistance to TNFa?
How the balance between the oppositing effects is
regulated?

Interieukins

Normal and neoplastic human breast tissues express
mRNAs for [L-1, 4, 6, 8 with increased levels of

“[L-8 in tumour tissues {33, 34]. Although the ex-

act role of interleukins in normal development of
mammary gland is unknown. some reports have de-
scribed their anti-proliferative effects in umour cells.
IL-4 and [L-13 reduce clonal growth of some breast
cancer cell lines {35]. Moreover, [L- inhibits serum-
stimulated growth of the breast cancer cell lines MCF-
7 and MDA-MB-231 by induction of apoptosis {36].
[L-6 inhibits only the growth of estrogen receptor-
positive human breast cancer cell lines although es-
trogen receptor-negative cell lines also express intact
[L-6 receptor [37]. The precise role of [L-6 in tumour
growth has not been elucidated: nevertheless. it has
been reported that the estrogen receptor-negative and
highly invasive breast cancer cell line MDA-MB-231
presents detectable constitutive levels of [L-6 mRNA
and protein which are dramatically enhanced by TNFa
(38]. Moreover, in the MDA-MB-231 cells, IL-6 in-
duces the production of GP 96. a glucose regulated
stress protein that is related to drug resistance in tumor
cells [39]. One may speculate that elevated IL-6 in
breast tumours would induce GP 96 expression. con-
ferring a survival advantage by making them resistant
to cytotoxic therapy and other forms of stress. So. like
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TGF-B1, [L-6 may be a negative regulator for early
stage breast cancer but favors the survival of late-stage
and/or metastatic cancer cells.

Insulin-like growth factor binding proteins
(IGFBPs)

The insulin-like growth factors (IGFs) are potent mi-
togens for human breast cancer cells. The biological
effects of both [GF-I and IGF-II appear to be medi-
ated through the type [ IGF receptor. which has a high
affinity for both ligands. Their bioavailability is regu-
lated by at least seven [GF binding proteins. /n vitro,
all breast cancer cells secrete some [GFBPs. but the
pattern of expression varies widely between cell lines.
Breast tumors express all [GFBPs with I[GFBP-1 and
IGFBP-7 the least common [40, 41].

The function of [GFBPs on the regulation of cell
growth is not completely understood. [GFBP-3 is the
principal [GFBP in adult serum and the best charac-
terized: its essential role has been postulated to be
transporting and protecting [GFs [42]. [GFBP-3 can
inhibit the biological action of IGFs by sequestra-
tion since the binding affinity of [GFBP-3 for [GFs
is stronger than that of [GF receptors [43]. Alternat-
ively, IGFBP-3 may interact directly with type [ [GF
receptor, reducing the affinity of the receptor for its
ligand [44]. In addition, [t has been demonstrated
that [GFBP-J can inhibit growth of the ER-negative
breast cancer cell line Hs378T via its specific cell
membrane receptor (43, 46]>.In another approach.
Lalouetal. (47] have reported that IGFBP-3 fragments
generated from limited plasmin digestion inhibit the
mitogenic effects of IGF-[ and insulin, despite the sig-
nificantly reduced affinity or the lack of affiniry for
IGF-L. suggesting also an IGF-independent action.

[n comparaison with [GFBP-3, [GFBP-7 shows 3—
6 fold lower affinity for (GF-{ and 20-23 fold lower af-
finity for [GF-{I [43]. However. IGFBP-7 inhibits call
proliferation in human breast cancer ceil lines in the
absence of [GFs [49]. Other [GFBPs have also been
shown to present growth inhibitory activities: {GFBP-
| can inhibit [GF-I serum, and estrogen-dependent
-growth of MCF-7 human breast cancer cells (350, 51].
Polyethylene glycol conjugated IGFBP-{ also inhib-
its growth of MDA-MB-131 cells in athymic mice
(52]. IGFBP-5 has been reported to be involved in
the induction of apoptosis during the involution of
mammary gland in the rat (53]. Therefore, IGFBPs
can inhibit breast cancer cell proliferation in an [GF-
dependent and -independent manner. However, further

studies are needed to understand how the growth of
cancer cells is regulated by the IGF/IGFBP system.
and how other growth factors or pharmalogical agcnts
can interact with this system.

Proteoglycans

Proteoglycans (PG) are macromolecules composed of
polysaccharide chains of glycosaminoglycans (GAG)
linked to a core protein [S4]. The GAG chains of
PG can consist of heparan sulfate. chondroitin sulfate.
dermatan suifate or keratan sulfate and share in com-
mon the property of bearing sulfate groups at various
positions, giving them a high density of negative
charges. Morphogenesis, differentiation and tumori-
genesis of mammary gland have been shown w0 be
associated with changes in the composition and quant-
ity of PG produced [35]. Several breast cancer studies
showed large vanations in the nature and distribu-
tion of PG. Increased chondroitin sulfate proteoglycan
(CSPG) production has been observed in the stromal
compartment of mammary biopsies. and the increase
of heparan sulfate proteoglycans (HSPG) in the epi-
thelial compartment cocrelates directi_y with malig-
nancy and invasiveness of breast cancer [56]. A crucial
physiological consequence of these modifications in
GAG derived from the ability of these molecules to
interact with various extracellular proteins such as
collagens, laminin, fibronectin and growth factors.
then affecting cellular proliferation. This is particu-
larly well illuswrated for HSPG which have the ability
to bind and regulate the biological activity of fibro-
blast growth factors (FGFs) and hepatocyte gowth
factor (HGF). For example, modification of GAG
sulfation can control positvely or negatively the mi-
togenic activity of FGF-2 on breast cancer cells (37.
58]. Treatment of breast cancer cells by TGFB! and
sodium butyrate leads to an increase in HSPG sulfa-
tion. resulting in reduction of the FGF mitogenic 2ffect
(539]. The structural basis for HSPG inhibition of pro-
liferation is not fully elucidated but seems to be related
to the kinetics of the interaction betwesn HSPG and
growth factors [60]. Elucidation of mechanisms by
which HSPG can inhibit cell growth would open the
way for HS derivatives as anti-cancer agents.

Other growth inhibitors

Apart from the above described growth inhibitors, the
following tactors have been reported to present growth
inhibitory activity for breast cancer cells.
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Table |. Major growth inhibitors of mammary epithelial cells

Growth Molecular Producing Action on normal cells Action on wmor cells Mode of action
inhibitors  weight (kDa) cells
MDGI 14 Normal Inhibition of proliferation. Inhibition of proliferation, Unknown
induction of differentiation induction of differentiation
TGF8I 25 Normmaland  Inhibition of proliferation, [nhibition of proliferation. ser/thr Kinase
wmoral induction of apoptosis induction of apoptosis receptor
TNFa 17 Normal Stumulation of proliferation Inhibition of proliferation. Cytokine receptor
induction of differentiation induction of apoptosis
ILs 8-72 Normal and  Unknown [nhibition of proliferation, Cytokine receptor
umoral induction of apoptosis
IGFBPs 2449 Normal and  {nduction of apoptosis Inhibition of proliferadon. IGF dependent and
. tumoral inducton of apoptosis independent
PGs 50100 x 103 Normaland  Unknown Inhibition of proliferation Interaction with
tumoral growth factors

Mammastatin was isolated from cell culture me-
dium of normal breast epithelial cells. Two molecular
mass species, 47 and 65kDa, appeared to be bio-
logically active. Mammastatin induces inhibition of
mammary carcinoma cell proliferation. but has no
inhibitory effect on the proliferation of lung, colon,
bladder, cervical or squamous ce'l carcinomas [61].

Lactoferrin is an iron-binding glycoprotein syn-
thesized by epithelial cells and polymorphonuciear
cell precursors.-Lactoferrin is mainly found in external
secretions such as breast milk and in neutrophil sec-
ondary granules [62). Recently, Damiens et al. (63, 64]
have showed that human transferrin is capable of in-
hibiting growth of breast cancer cell lines by blocking
cells in G1 phase of the cell cycle.

Oncostatin M is a cytokine produced by activated
T lymphocytes and macrophages, and is also found in
breast cyst fluid [65]. Oncostatin M inhibits growth in
both normal and tumor breast epithelial cells {66, 67].

Role of endogenous growth inhibitors in
chemopreventive agents-induced growth inhibition

Currently, the triphenylthylene anti-estrogens and ret-
inoids constitute very promissing agents for chemo-
prevention or treatment of breast cancer. A com-
mon feature of these compounds is that they af-
fect the synthesis and secretion of some endogenous
growth factors in virro. Huynh and Pollak have de-
scribed that anti-estrogens 4-hydroxytamoxifen and
ICY 182780 stabilize MDGI mRNA without affecting
the transcription rate of the MDGI gene [68]. The up-
regulation of MDGI mRNA in normal breast tissue

by anti-estrogens may thus contribute to the protect-
ive activity of these compounds that is observed in
mammary gland carcinogenesis experimental systems.
Moreover, tamoxifen stwongly induces the produc-
don of TGFB and IGFBP-3 in hormone responsive
breast cancer cells MCF-7 (69, 70]. Further studies
have demonstrated that IGFBP-3 mediates both and-
estrogen-induced growth inhibition of MCF-7 cells
[(71] and TGFB-induced growth inhibition of hormone
unresponsive cells Hs578T and MDA-MB-231 [72].
These data together suggest that in a heterogenous
populaton of breast cancer cells in vivo, all cells
could be inhibited by tamoxifen: the induced TGFB
and IGFBP-3 can inhibit cell growth in an autocrine
pathway for estrogen sensitive cells, while any es- -
trogen unresponsive cells could be growth-inhibited
by IGFBP-3, secrg‘ted by adjacent estrogen sensit-
ive cells. Similar t0 tamoxifen, retinoids have been
reported to regulate endogenous growth inhibitors
in both normal and cancerous mammary epithelial
cells. Swisshelem and coworkers have shown that all
trans-retinoic acid and the synthetic retinoid fenretin-
ide increase IGFBP-7 mRNA expression in normal,
growing human breast epithelial cells {73]. Given
that IGFBP-7 is preferentially expressed in senescent
human breast epithelial cells and down-regulated in
breast cancer cells {73] and that baculovirus-expressed
IGFBP-7 inhibits cell proliferation of breast cancer
cells [49), it is possible that retinoid agents in-
hibit breast cancer development through IGFBP-7.
Moreover, IGFBP-3 has been reported to mediate
the growth inhibitory effect of retinoic acid in es-
trogen. unresponsive breast cancer cells 'Hs578T and

MDA-MB-231 [72].

-18-



256 X Le Bourhis et al.

{n summary. in vitro studies have demonstrated the
implication of endogenous growth inhibitors. such as
MDGI. TGFB and [GFBPs, in the anti-proliferative ef-
fects of anti-estrogens and retinoids. However, in vivo
experiments are needed to confirm in virro findings.

Conclusion and perspectives

Normal development of the mammary gland is consti-
tuted of three distinct phases: mammogenasis. lacto-
genesis and galactopoiesis followed by the involution
of the mammary gland. Although the above described
growth inhibitors (excepted TNFa) inhibit growth of
normal mammary epithelial cells in vitro, ditferential
expressions of TGFB. TNFa. [GFBP-5 and MDGI [ 12.
29. 33, 74] during normal mammary gland develop-
ment suggest that they may be specific regulators of
the temporal and spatial patterns of epithelial cell pro-
liferation and regression that take place during lacto-
genesis and post-lactational involution. Indeed, MDGI
is proposed to arrest growth of mammary epithelial
cells when they become committent to differentiation
in the lactional mammary gland (5, 6. 74]; TGFB
appears to control apoptosis during post-lactational in-
volution of the mammary gland {12]; IGFBP-5 has
also been proposed to induce apoptosis during in-
voludon of the mammary gland [53]. Finally, TNFa
seems to induce lactogenesis by sumulating growth
of normal epithelial cells and inducing casein pro-
duction [29]. However. during breast cancer develop-
ment, cancer cells lost the capacity of producing some
growth inhibitors including MDGI and TNFa. Never-
theless. they are still growth-inhibited by the majority
of growth inhibitors. Therefore. it will be important
to elucidate how and to what extent the production of
growth inhibitors is controlled by events crucial for
normal development of the mammary gland. Ageats
which either cause a localised induction of growth
inhibitors by tumor cells themselves or by the sur-
rounding normal epithelial cells may offer a sensible
pharmacological approach for breast cancer preven-
tion and therapy. On the other hand. although the
intracellular pathways of TGFB-mediated growth in-
hibition and TNFa-induced apoptosis are well docu-
mented [9, 32, 73], mechanisms of action of other
growth inhibitors remain poorty understood. Thus, the
need to better understand their mechanisms of action
is also crucial for the direct use of growth inhibitors
and for the development of pharmacological agonists
in breast cancer prevention and therapy.
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III- Roles et contrdles de I'apoptose

Clest en 1972 que le terme apoptose fiit employé pour la premiere fois par Kerr, Willye et
Currie (Kerr ef al, 1972). Le terme apoptose est issu du grec et signifie "chute des feuilles en
automne”. L'apoptose désigne une forme particuliére de mort cellulaire dont la morphologie
differe de celle observée lors de la nécrose. Outre les considérations morphologiques,
I'apoptose se distingue de la nécrose sur un plan plus conceptuel : contrairement a la nécrose,
l'apoptose est un processus sous contrle moléculaire, d'oi son autre appellation de mort
cellulaire programmée. Bien que les deux termes soient souvent employés comme
synonymes, la mort cellulaire programmée n'implique pas forcément l'apoptose. Par exemple,
la différenciation terminale des kératinocytes ou des érythrocytes sont des formes de mort
cellulaire programmée mais ne sont pas caractérisées par l'apoptose (Vaux et Korsmeyer,

1999).

I11.1- Réles physiologique et pathologique de I'apoptose

1) Rdle physiologique

L'apoptose joue un rdle important dans le développement embryonnaire et le maintien de
I'homéostasie tissulaire. Lors du développement embryonnaire, l'apoptose est impliquée dans
les processus suivants (Jacobson et al, 1997) :

-la sculpture des organes et des tissus. L'élimination par apoptose des tissus
interdigitaux permet la sculpture et l'individualisation des doigts.

-I'élimination des ébauches embryonnaires des gonades maéles ou femelles lors de la
différenciation sexuelle de l'individu.

-l'ajustement du nombre de cellules. Dans le systéme nerveux, I'apoptose participe a
I'élimination des neurones produits en exceés qui n'ont pas trouvé leur cible de I'innervation ou

ceux qui ont établi de mauvaises connexions.
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Tableau 1 : Implications de I'apoptose dans les processus pathologiques.

Pathologies Exemples
Cancer Lymphome folliculaire
Carcinomes (sein, prostate...)
Diminution de
Maladies auto- Lupus érythémateux
l'apoptose
immunes Diabéte de type I
Infections virales Herpés, variole, infection & adénovirus
Maladie d'Alzheimer
Maladie de Parkinson
Maladies
Maladie de Creuzfeld-Jakob
neurodégénératives
Augmentation de Rétinite pigmentaire
l'apoptose Atrophie musculaire spinale

Infarctus du myocarde
Lésions ischémiques
Accident vasculaire cérébral

Infections virales SIDA, herpes virus




-I'élimination des cellules dangereuses ou endommagées. Lors du développement du
systéme immunitaire, I'apoptose joue un role dans la sélection thymique des lymphocytes.
L'apoptose contribue également a différents phénoménes de métamorphose rencontrés dans
certaines espéces animales.

A l'age adulte, I'apoptose est requise pour le maintien de I'homéostasie tissulaire et permet :

-I'élimination des cellules indésirables ou lésées.

-la régression des hyperplasies tissulaires physiologiques. Ainsi, aprés l'allaitement, la
glande mammaire régresse par une entrée massive des cellules épithéliales en apoptose.

-la défense de l'organisme vis-a-vis des agressions. Par exemple, dans le cas d'une
infection virale, les cellules infectées s'autodétruisent par apoptose pour freiner la réplication

et la propagation virales.

2) Role pathologique

Le développement embryonnaire et le maintien de I'homéostasie tissulaire impliquent
I'élimination de cellules par apoptose, il n'est donc pas étonnant que des dérégulations de
l'apoptose aboutissent a I'émergence de pathologies (tableau 1).
Une diminution de l'apoptose est observée notamment dans les cancers et les infections
virales. Dans les cancers, la diminution de 1'apoptose résulte d'altérations héritées ou acquises
de l'expression de génes régulant 'apoptose. Lors des infections virales, ce sont les virus qui
produisent des analogues viraux de protéines inhibitrices de l'apoptose (Alcami et
Koszinowski, 2000) permettant aux virus de se multiplier.
Une augmentation de l'apoptose peut étre observée dans certaines pathologies telles que
(Rudin et Thompson, 1997) :

-des l1ésions ischémiques cardiaques ou cérébrales,

-certaines maladies neurodégénératives (maladie d'Alzheimer...),
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Tableau 2 : Caractéristiques de la nécrose et de 1'apoptose.

Caractéristiques Nécrose Apoptose
Condensation de la chromatine Aléatoire Marginalisation en amas peri-
nucléaires
Nucl¢aire Fragmentation de ' ADN Aléatoire Fragmentations en 300 et 50 kpb puis
fragmentations internucléosomiques
(multiples de 180-200 pb)
Organites Lyse Maintien de l'intégrité
Cytoplasmique Libération des enzymes Oui Non
lysosomiales
Membranaire | Membrane plasmique Rurture Maintien de l'intégrité
Volume Augmentation Diminution
) Densité Diminution Augmentation
Cellulaire
Intégrité Eclatement de la | Condensation et/ou fragmentation en
cellule corps apoptotiques
Phagocytose Non Oui
Organisme
Réaction inflammatoire Oui Non




-l'atrophie musculaire spinale. Les motoneurones sont détrvits par apoptose du fait de
la mutation d'un géne codant une protéine inhibitrice de I'apoptose,
-des infections virales. Dans le cas du SIDA, le virus VIH induit l'apoptose des

cellules T qu'il infecte, provoquant une immunodéficience caractéristique de cette pathologie.

I1L.2- Caractéristiques morphologiques et biochimiques de I'apoptose

Les événements qui se succeédent lors de I'apoptose ont été établis par opposition & ceux
observés lors de la nécrose (tableau 2) (Wyllie et al, 1980). La nécrose est un phénoméne
passif caractérisé par une cinétique rapide. Lors de la nécrose, on observe un gonflement de la
cellule. L'intégrité des organites intracellulaires est affectée : les mitochondries se dilatent et
les autres organites sont lysés. Les enzymes lysosomales sont libérées dans le cytoplasme, la
chromatine est détruite de fagon aléatoire. Treés rapidement l'intégrité de la membrane
plasmique est altérée et le matériel cytoplasmique est libéré, ce qui entraine une réaction
inflammatoire. Contrairement a la nécrose, pendant la quasi-totalité du processus apoptotique,
I'intégrité de la cellule et de ses organites intracellulaires est conservée (Fig. 9). L'apoptose
peut étre décrite comme la succession de plusieurs étapes qui se chevauchent plus ou moins
dans le temps (Arends et Wyllie, 1991) :

-altérations nucléaire et cytoplasmique. Les mitochondries sont condensées et les
organites cellulaires sont relocalisés et s'agrégent en périphérie du noyau. La chromatine est
condensée en amas périnucléaires puis fragmentée de fagon réguliere. La membrane
cytoplasmique subit des remaniements comme l'externalisation de la phosphatidyl-sérine.

-formation des corps apoptotiques. Le cytoplasme se rétracte et la cellule se fragmente
en corps apoptotiques.

-phagocytose des cellules apoptotiques. In vivo, les corps apoptotiques sont reconnus

et éliminés par les cellules phagocytaires sans déclencher de réaction inflammatoire. In vitro,
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Apoptose

Nécrose

Figure 9 : Changements morphologiques lors de la nécrose et de I’apoptose (adaptée de
Wyllie et al, 1980).

1- cellule vivante ; 2- condensation de la chromatine et du cytoplasme en début d’apoptose ;
3- fragmentation en corps apoptotiques ; 4- phagocytose; 5- phagocytose d’un corps
apoptotique ; 6- résidus apoptotiques ; 7- gonflement d’une cellule en nécrose ; 8- éclatement

de la cellule.



les corps apoptotiques peuvent étre phagocytés par les cellules voisines, mais en général on

observe une nécrose secondaire avec une lyse de ces corps apoptotiques.

II1.3- Voies biochimiques de l'apoptose

L’exécution de I’apoptose requiere, dans une grande majorité des cas, I’activation de cystéine
protéases particulieres : les caspases. Celles-ci sont principalement activées par les récepteurs

de mort et/ou la mitochondrie qui intégre les signaux anti- et pro-apoptogenes.

1) Caspases

Cette famille de protéases est extrémement conservée au cours de I'évolution et des analogues
des caspases sont trouvés chez les insectes, les hydres et les nématodes (Budihardjo er a/,
1999 ; Cikala et al, 1999).

Les caspases sont des cystéine-aspartases, elles possédent dans leur site actif un résidu
cystéinyl qui reconnait un résidu aspartyl du substrat et clive apres celui-ci. La spécificité de
chacune des caspases est déterminée par la séquence du substrat constituée de 4 résidus
d'acides aminés et se terminant par le résidu aspartyl. Suivant le substrat, on distingue 3
groupes de caspases : le groupe I reconnaissant le consensus Trp-Glu-His-Asp (caspases-1, -4,
-5 et -13), le groupe II reconnaissant Asp-Glu-X-Asp (caspases-2, -3, -7 et -14) et le groupe
I1I ayant comme consensus (Ile ou Val ou Leu)-Glu-X-Asp (caspases-6, -8, -9 et -10).

Les protéines substrats de ces caspases sont nombreuses, actuellement plus de 100 d’entre-
elles sont connues (Nicholson, 1999). Leur clivage par les caspases peut avoir pour
conséquence la perte de fonction biologique par inactivation (clivage de PARP) ou par
désassemblage de structures multimériques (réseau des lamines dans le noyau). Au contraire,
il peut y avoir un gain de fonction par clivage de la protéine cible. Ainsi, le fragment c-

terminal de Bid (tBid) résultant du clivage de Bid par la caspase-8 présente une activité pro-
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Figure 10 : Schématisation de I’activation d’une caspase (d’apres Salvesen et Dixit, 1999).



apoptotique accrue par rapport a Bid. Les caspases peuvent cliver également des inhibiteurs
auxquels les proteines sont associ¢es (clivage de ICAD libere CAD) (Hengartner, 2000).
Comme la plupart des enzymes, les caspases sont produites sous une forme inactive dite
forme pro-enzyme ou zymogene. Les pro-caspases sont des monomeres constitués d'un pro-
domaine N-terminal et de deux autres domaines correspondant aux sous-unités de la caspase
active (Fig. 10) : une grande sous-unit¢ d'environ 20 kDa (p20) et une petite sous-unite
d'environ 10 kDa (p10). Cette nomenclature a été établie par analogie avec la description de la
pro-caspase-1. L'activation des caspases est réalisée par deux clivages : I'un entre le pro-
domaine Nr et la sous-unité p20 et l'autre entre les sous-unités p20 et p10. Pour certaines pro-
caspases, un domaine de liaison entre les sous-unités p20 et p10 nécessite un deuxiéme site de
clivage entre ces deux sous-unités. Une fois clivées, les deux sous-unités s'associent a deux
autres sous-unités provenant du clivage d'un autre monomere pour former une structure
tétramérique (Fig. 10). Les tétrameres forment la caspase active et présentent 2 sites
enzymatiques potentiellement actifs.

Les caspases peuvent étre activées par auto-activation, par association a une sous-unité
régulatrice ou par transactivation (Fig. 11). L’auto-activation par le mod¢le de proximité est
une notion introduite par Salvensen et Dixit (1999) pour expliquer 'activation de la caspase-8
sous les récepteurs de mort. La liaison d'un ligand de mort (TNF, Fas L ou TRAIL) a son
récepteur entraine le recrutement d'adaptateurs qui vont a leur tour recruter les pro-caspases-8.
La concentration de pro-caspases-8 sous les récepteurs permettrait leur activation mutuelle.
Cela suppose que les pro-caspases possedent une activité de clivage intrinséque suffisante
pour leur activation mutuelle. Récemment, de nouvelles molécules (FLASH et SADS)
intervenant dans la liaison entre les adaptateurs et les caspases ont été découvertes comme
potentialisant I'activation des caspases (Imai ef al, 1999 ; Suzuki ef al, 2001). Le second mode
d’activation s’effectue par I’association a une sous-unité régulatrice. Les études in vitro sur

des caspases isolées montrent que les caspases possédent une capacité plus ou moins forte de
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Pro-caspases-8

Caspase-8 active

b) Association a une sous-unité régulatrice
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Pro-caspase-9
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=
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¢) Transactivation

Caspases actives

Pro-caspase
Caspase active

Figure 11 : Modes d’activation des caspases.



clivage de leur substrat et, dans le cas de la caspase-9, cette capacité est quasi-nulle (Salvesen
et Dixit, 1999). Pour étre active, la caspase-9 doit étre associée a un co-facteur, APAF-1
(Apoptosis Protease-Activating Factor-1) (Rodriguez et Lazebnik, 1999) ; cette association
nécessite de ’ATP et la participation du cytochrome-c (Li et al, 1997). Le complexe actif est
appelé apoptosome et il associe APAF-1, la caspase-9, le cytochrome c et d'autres protéines
pour former un complexe de 700 a 1400 kDa (Cain et al, 1999 et 2000). Contrairement aux
autres caspases, la forme active de la caspase-9 ainsi formée ne résulterait pas du clivage de la
pro-caspase-9 (Stennicke et al, 1999).

Enfin, les caspases peuvent étre transactivées. Les caspases-8 et -9 ont pour cible d'autres pro-
caspases qui présentent des séquences consensus de clivage. Une fois clivées, ces caspases
actives clivent de nombreux substrats cellulaires conduisant & la mort de la cellule par

apoptose (Cohen, 1997).

2) Récepteurs de mort

Les récepteurs de mort appartiennent a la super-famille des récepteurs du TNF. Ces récepteurs
sont des protéines transmembranaires caractérisées par la présence de domaines
extracellulaires riches en cystéines (CRD). Les domaines CRD sont responsables de la liaison
du récepteur avec le ligand. Les récepteurs de mort possédent, dans leurs parties
intracellulaires, des domaines de mort. Actuellement, on dénombre 8 récepteurs de mort dont
5 sont capables d’induire I’apoptose (Fig. 12) :

-Fas (ou CD95, Apol),

-TNFR-1 (ou CD120a, pSSTNF-R),

-DR3 (Death Receptor 3) (ou Apo3, WSL1, TRAMP, LARD),

-DR4 (Death Receptor 4) (ou TRAIL-R1),

-DRS (Death Receptor 5) (ou Apo2, TRAIL-R2, TRICK-2, KILLER).
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Les 3 autres membres sont des récepteurs de leurre puisqu'ils piégent les ligands sans
déclencher I'apoptose. Il existe deux récepteurs de leurre pour TRAIL : DcR1 (ou TRID,
TRAIL-R3, LIT) qui est une protéine de surface ancrée dans la membrane par un groupement
GPI (Glycosyl Phosphatidyl Inositol) ne possédant pas de partie cytoplasmique donc ne
transmettant aucun signal ; DcR2 (ou TRAIL-R4, TRUNDD) qui ressemble a8 DR4 et DRS
mais comporte une partie cytoplasmique tronquée n'ayant plus la capacité de transmettre le
signal apoptotique. Le troisieme récepteur de leurre, DcR3, est un protéine soluble ; il se lie &

Fas L avec la méme affinité que Fas (Ashkenazi et Dixit, 1999 ; Locksley et al/, 2001).

OPGL TRAIL TWEAK LT
RANKL APO-2L APO-3L CDosL TNFa LT LIGHT
TRANCE

TRAIL-R3 TRAIL-R4 - TNF-R2  TRE
R OPG: e i TRAIL-R1  TRAIL-R2 DR3 APO-1  TNF-R1 S
DR APO-2  KILLER wsl CD95
TRICK2 TRAMP
LARD

Figure 12 : Récepteurs de mort et leurs ligands (d’apres Schmitz et al, 2000).

Les récepteurs de mort capables d’induire ’apoptose sont encadrés.
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Figure 13 : Induction de I'apoptose par les récepteurs de mort.



a) Fas

Le ligand de Fas, Fas L, est une molécule de surface ancrée dans la membrane plasmique. Il
existe également une forme soluble de Fas L (Tanaka ef al, 1996 et 1998). La fixation de Fas
L sur les domaines CRD-2 et -3 induit la trimérisation et 1'activation de Fas. Fas activeé recrute
la protéine adaptatrice FADD (Fas-Associated Death Domain protein) (ou MORT-1) via les
domaines de mort (Fig. 13) (Chinnaiyan et al, 1996 ; Scaffidi ef al, 1998). A son tour, FADD
recrute la pro-caspase-8 via les domaines DED (Death Effector Domain) qui s'auto-active
(Enari et al, 1995, ; Muzio et al, 1996, Boldin et al, 1996). Pour certains types cellulaires,
l'activation de la caspase-8 est augmentée par la liaison de FLASH (FLice Associated Huge
protein) et/ou de SADS (Small Accelerator for Death Signalling) (Imai et al, 1999 ; Suzuki et
al, 2001). La caspase-8 active alors directement d'autres caspases (caspase-3 ou -7) et induit
l'apoptose indépendamment de la mitochondrie. Pour d'autres types cellulaires, l'activation de
la caspase-8 reste faible mais cette activation suffit pour induire le clivage de Bid. Le
fragment Cr de Bid (tBid) s'insere dans la mitochondrie, provoquant la libération des facteurs
mitochondriaux, qui induisent l'activation des caspases en cascade (Li et @/, 1998, Luo et al,
1998).

Fas peut induire 1'apoptose indépendamment de la liaison de FADD au domaine de mort via
JNK ou les céramides. Fas active JNK (Jun N-terminal Kinase) par l'intermédiaire de deux
adaptateurs Daxx (Fas death-domain associated protein) et Askl (Apoptosis Signal-regulating
Kinase 1) (Fig. 13) (Yang et al, 1997). Daxx recrute Askl qui a son tour active une MAP-
Kinase-Kinase qui phosphoryle JNK. JNK phosphorylée peut alors activer c-jun, ce qui
pourrait conduire a l'expression de geénes pro-apoptotiques. Par ailleurs, JNK phosphoryle
Bcl-2. Cette phosphorylation inhibe I’effet anti-apoptogene de Bcl-2 et d'autres membres anti-
apoptogenes de la famille Bcl-2 tel que BcelX) (Basu et Kolesnick, 1998). D’autre part, Fas
active la sphingomyélinase acide par l'intermédiaire d'une phospholipase C spécifique des

phospholipides ou de la sphingomy¢linase neutre par interaction directe (Fig. 14) (Malisan et
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CytochromeC APAF-1...
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Figure 14 : Activation de la voie des céramides par le récepteur Fas.
PC-PLC : phosphatidylcholine-specific phospholipase C ; DAG : Diacylglycérol ; NSM :
sphingomyélinase neutre ; ASM : sphingomyélinase acide ; ST8 : a-2,8-syalyltransférase ;
GD3 : disyaloganglioside.



Testi, 1999). L'activation de ces sphingomyélinases aboutit a la synthése de céramides qui
activent I’a-2,8-sialyltransférase. Cette derniére transforme un monosialoglanglioside (GM3)
en disialoglanglioside, le GD3 (Van Echten et Sandhoff, 1993) qui induirait, au niveau
mitochondrial, I'activation de l'apoptosome et/ou le relargage d'AIF (Apoptosis Inducing

Factor) (De Maria et al, 1997).

b) TNFR-1
La fixation du TNFa sur TNFR-1 entraine la trimérisation et l'activation du TNFR-1 (Fig.
13). Les récepteurs activés recrutent alors TRADD (TNFR-Associated Death Domain) qui, a
son tour, active FADD via les domaines de mort. FADD se lie & la pro-caspase-8 via les
domaines DED et induit son activation. La caspase-8 induit I'activation des caspases-3 et -7
qui conduisent la cellule a la mort par apoptose. TRADD peut aussi via le domaine de mort
activei une protéine serine-thréonine kinase RIP (Receptor Interacting Protein). RIP se lie a
TRAF-2 (TNFR Associated Factor-2) qui active Askl puis JNK pour induire I'apoptose. RIP
par son domaine de mort peut également engager RAIDD (RIP Associated ICH-1/CED-3-
homologous protein with Death Domain) aussi appelé CRADD (Caspase and RIP Adaptater
with Death Domain). RAIDD active la caspase-2 par l'intermédiaire d'un domaine de type
CARD (Caspase Associated Recruitment Domain). Le réle de la caspase-2 dans l'activation
de caspases en aval reste a démontrer. De fagon similaire a Fas, le TNFR-1 peut engager en
dehors de ces domaines de mort des sphingomyélinases induisant ['apoptose par

I’intermédiaire de la mitochondrie (Peter ef al, 1998).

Les DR4 et DRS sont aussi capables d'induire 'apoptose aprés liaison de TRAIL (Fig. 13). 11
semblerait que l'association de FADD soit nécessaire a l'activation de la caspase-8 qui

induirait alors les effets pro-apoptotiques de ces récepteurs (Peter et al, 1998).
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Figure 15 : Structure schématique des protéines de la famille Bcl-2 (adaptée de Tsujimoto et
Shimizu, 2000).

Le domaine d’ancrage membranaire représenté n’est pas présent chez tous les membres de la
famille Bcel-2.



3) Contrdle de la libération des facteurs mitochondriaux par la famille Bel-2

e

Ve

De nombreux stimuli pro-apoptogénes impliquent la libération du cytochrome ¢, d'AIF et de
caspases par la mitochondrie. La libération de ces différentes molécules est sous le contrdle

des protéines de la famille Bcl-2.

a) Relation structure/fonction des membres de la famille Bel-2

Cette famille comporte actuellement 18 membres chez les mammiféres. Toutes ces protéines
possédent des domaines d'homologies a Bcl-2 (BPE)? nommés BH1, BH2, BH3 et BH4 (Fig.
15). Les membres anti-apoptotiques (Bcl—2, BCD(L’ Bel-w, Mcl-1, A1 (Bfl-1) et Boo (NR-13))
comportent les 4 domaines d'homologies, a I'exception de Bfll auquel il manque le BH4.
Certains membres pro-apoptotiques ne possedent qu'un domaine BH3 (Bid, Bad, Bﬁik;Blk,
Hrk (DPS5), Bim, Bnip et Bnip3L); et les autres possédent en plus du domaine Bi-;3, un
domaine BH1, BH2 ou BH4 (Braxr, Bak, Bok et BclX;). Les domaines BHI et BH2 des
membres anti-apoptotiques sont responsables de la formation - des canaux et
I'hétérodimérisation avec les autres membres de la famille Bcl-2. Ainsi, les domaines BH1,
BH2 et BH3 de Bcl-2 forment une poche hydrophobe essentielle a la liaison du domaine BH3
d'un membre pro-apoptotique. Pour les membres pro-apoptotiques, le domaine BH3 est
également responsable de la fonction pro-apoptotique. Ainsi, les études de mutagenése dirigée
ont montré que le domaine BH3 des membres pro-apoptotiques est nécessaire et suffisant
pour induire l'apoptose. Le domaine BH4 en position Nt est essentiel pour l'action anti-
apoptotique de Bcl-2, il permet également les interactions de Bcl-2 avec diverses protéines
telles que APAF-1, la calcineurine, Raf-1 et Bag-1 (Neiman, 1998 ; Adams et Cory, 1998 ;

Antonsson et Martinou, 2000a).
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b) Localisation cellulaire des membres de la famille Bel-2

De fagon générale, les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 sont déja insérés dans
les membranes (du noyau, du réticulum endoplasmique et essentiellement de la
mitochondrie), alors que les membres pro-apoptotiques ne le sont pas ou faiblement. Dés lors,
l'apoptose nécessite la relocalisation des membres pro-apoptotiques de la famille Bel-2 du
cytoplasme vers les membranes (Porter, 1999). Les mécanismes a ['origine de la relocalisation
de ces protéines sont divers et plus ou moins bien élucidés. Ainsi, Bad est séquestré sous une
forme phosphorylée dans le cytosol par la protéine 14-3-3 (Pastorino ef a/, 1999 ; Muslin et
Xing, 2000). Lors d'un stimulus apoptotique, Bad est déphosphorylé par des protéines
phosphatases telle que la calcineurine (Wang et al, 1999) ; Bad déphosphorylé se dissocie de
la protéine 14-3-3 et s'insert dans la membrane de la mitochondrie (Zha et al, 1996). D'autre
part, suite a l'activation de Fas, la caspase-8 clive Bid, tBid s’insert plus facilement dans la
membrane de la mitochondrie. Enfin, d'autres mécanismes ont été évoqués : des changements
de conformation de Bax pourraient étre responsables de sa relocalisation du cytoplasme vers

la mitochondrie lors de I'induction de I’apoptose (Gross et al, 1998).

¢) Role de la famille Bcel-2 dans la libération des facteurs mitochondriaux

La libération des facteurs mitochondriaux tels que le cytochrome ¢ et 'APAF-1 entraine
l'activation en cascade des caspases (Zou et al, 1999 ; Cain et al, 2000). Cette libération est
déterminée par le ratio entre membres anti- et pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 présents
au niveau de la mitochondrie. Ainsi, la présence des membres pro-apoptotiques en quantité
plus importante provoque la libération des facteurs mitochondriaux.

Seuls Bax et Bak sont capables d'induire la libération de ces facteurs mitochondriaux, les
autres membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 agissent pour faciliter I'action de Bax ou
Bak. Ainsi, l'activité¢ de Bax ou Bak est accrue par la formation d'hétérodimeres avec Bid ou

Bik (Gross et al, 1998 ; Eskes et a/, 2000).
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Figure 16 : Hypothéses de la libération du Cytochrome ¢ par la mitochondrie lors de
I’apoptose (adaptée de Desagher et Martinou, 2000).
(i et ii) : rupture de la membrane externe de la mitochondrie ; (iii & v) : formation de canaux

dans la membrane externe de la mitochondrie.



Les membres pro-apoptotiques peuvent également lever I'inhibition de Bax induite par les
protéines anti-apoptotiques : I'action de Bax est inhibée par la formation d'hétérodimeéres avec
Bcl-2 ou BelXy, Bad déplace Bax de ce complexe du fait de son affinité plus importante pour
Bcl-2 ou BelXy, (Gross ef al, 1998 ; Wang et al, 1999).

Outre la régulation des facteurs mitochondriaux, les protéines de la famille Bcl-2 peuvent
également contrdler directement la formation de I’apoptosome. En effet, Bcl-2 ou BelXp
séquestrent APAF-1, la liaison de Bik a Bcl-2 ou BelXy, permet la libération d'APAF-1 et la

e
formation de l'apoptosome (Pan et al, 1998). .

Les mécanismes de la libération des facteurs mitochondriaux ne sont pas encore totalement
élucidés. Les travaux effectués sur la libération de cytochrome c¢ par la mitochondrie ont
permis d'élaborer 5 hypothéses (Fig. 16).

i) Rupture de la membrane externe par hyperpolarisation de la membrane interne de la
mitochondrie (Vander Heiden et al, 1999 et 2000). La fermeture du VDAC (Voltage
Dependant Activated Channel) et de ' ANT (Adenine Nucleotide Translocator) inhiberait la
FiFo ATPase et la recapture des H', ce qui entrainerait une hyperpolarisation de la membrane
interne et une augmentation du potentiel transmembranaire, induisant la rupture de la
membrane externe de la mitochondrie. Le role des membres de la famille Bcl-2 dans ce
phénomeéne n'est pas encore déterminé.

il) Rupture de la membrane externe par ouverture du PTP (Permeability Transition
Pore). Le PTP (aussi appelé mégacanal mitochondrial) est constitué du VDAC, de 'ANT, de
la cyclophiline D et d'autres protéines (Loeffler et Kroemer, 2000). L'ouverture du PTP
entrainerait une entrée de molécules du cytoplasme dans la mitochondrie. Il en résulterait une
chute du potentiel mitochondrial et une disparition du gradient de proton entre la matrice et

I'espace inter-membranaire de la mitochondrie ; ce qui entrainerait la rupture de la membrane
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externe de la mitochondrie et la libération du cytochrome ¢ dans le cytoplasme (Crompton,
1999). |
Les membres de la famille Bcl-2 réguleraient 'ouverture du PTP (Marzo et al, 1998). Ainsi,
Bcl-2 prévient 'ouverture du PTP dans des cellules et sur des mitochondries isolées (Shimizu
et al, 2000). De plus, il a été¢ démontré que la libération de cytochrome c, induite par Bax,
dans les cellules et des mitochondries isolées, est inhibée par des inhibiteurs
pharmacologiques de la cyclophiline D. Bax et Bak interagiraient également avec 'ANT pour
ouvrir le PTP (Narita ef a/, 1998 ; Marzo et al, 1998)

iii) Formation de canaux ioniques par les membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-
2. Plusieurs travaux suggérent que les membres pro-apoptotiques de la famille Bel-2 forment
des canaux dans la membrane de la mitochondrie permettant la libération du cytochrome ¢
(Schendel ez al, 1998). Ainsi, Bax peut induire la libération de cytochrome ¢ sans qu'il y ait de
chute du potentiel mitochondrial ni rupture de la membrane mitochondriale (Jurgensmeier et
al,1998 ; Martinou et al, 1999). D'autre part, les membres de la famille Bcl-2 présentent une
structure tertiaire leur permettant de former des pores dans les bicouches lipidiques. Bel-Xi,
par exemple, présente deux hélices o centrales hydrophobes entourées de 5 hélices a
amphiphiles rappelant la structure des pores formés par les toxines bactériennes (Muchmore
et al, 1996). De plus, Bcl-Xj, Bel-2, Bax et la forme tronquée de Bid (tBid) sont capables de
former des canaux ioniques dans des vésicules et bicouches lipidiques synthétiques (Schendel
et al, 1999). Par ailleurs, il a ét¢ démontré que Bcl-2 prévient la formation des canaux par Bax
dans les liposomes (Antonsson et al, 2000b). Enfin, les canaux formés par Bax et Bad
permettraient la libération du cytochrome c.
iv) Formation de canaux ioniques par les membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 et le
VDAC (Shimizu et al, 2000). Dans les liposomes, Bak et Bax induisent 'ouverture du VDAC
tandis que Bcl-X; permet sa fermeture. De plus, l'introduction de Bax, Bak ou du VDAC

seuls dans les liposomes ne permet pas la sortie de cytochrome c. D'ou I'hypothése de la
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formation de mégacanaux associant Bax ou Bak et le VDAC pour induire la libération de
cytochrome ¢ de la mitochondrie.

v) Formation de pore par dérégulation de I'assemblage des lipides dans la membrane (Basanez
et al, 1999 et 2001). Bax et tBid sont capables de désorganiser les membranes lipidiques
synthétiques. Cette désorganisation membranaire serait a l'origine de la formation de

complexe protéine-lipide permettant la sortie du cytochrome c.

IV- Inhibition de I'apoptose dans les cancers

Le développement tumoral est lié, entre autre, a une diminution de l'apoptose. Cette
diminution résulte de la dérégulation de nombreuses protéines régulatrices (Fig. 17).

IV.1- Diminution de l'interaction ligand/récepteur de mort

La diminution de la liaison du ligand avec son récepteur permet l'extinction des signaux
apoptotiques induits par les récepteurs de mort. Dans de nombreux cancers, I'expression des
récepteurs de mort est diminuée ou abolie. Cette diminution est sous le contrdle de 'oncogéne
P33 qui diminue l'expression des récepteurs et/ou leurs translocations sur la membrane de la
cellule (Sheikh et Fornace, 2000b ; Bennett ef al, 1998). La diminution de ces récepteurs de
mort peut contribuer a I'échappement des tumeurs aux contrdles du systéme immunitaire ou a
I'action des drogues anticancéreuses. Par ailleurs, il a été reporté qu'une hyperglycosylation de
Fas diminue son affinité pour Fas L (Peter et al, 1995) dans les lymphomes de type B
(Keppler et al, 1999). Enfin, l'expression de récepteurs de leurre permet de diminuer la
biodisponibilité du ligand pour le récepteur de mort. Les études in vitro montrent qu'une
diminution de I'expression de l'oncogéne p33 entraine une augmentation de I'expression des
récepteurs de leurre (Sheikh et Fornace, 2000b). /n vivo, les tumeurs du colon et du poumon

surexpriment I’ARNm de leurre de Fas, DcR3 (Pitti ez al, 1998 ; Yu et al, 1999) ; I’expression
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de DcR3 est également retrouvée dans les gliomes (Roth et al, 2001). Enfin, des études
reportent I'expression des récepteurs de leurre de TRAIL, DcR1 et DcR2, dans des cellules

cancéreuses du colon ou de I'utérus (Meng et al, 2000 ; Bernard et al, 2001).

1V.2- Surexpression des FLIPs

Les protéines FLIPs (Fas-associated death-domain-like IL-1B-coverting enzyme-Inhibitory
Protein; c-FLIP, CASPER, I-FLICE, Flame, CASH, CLARP, MRIT, Usurpine) sont des
protéines issues d'un seul géne et résultent d'un épissage alternatif. Elles sont caractérisées par
la présence de deux domaines DED. Les c-FLIP,, c-FLIPget c-FLIP,sont également
caractérisées par la présence d'un domaine homologue aux sites actifs des caspases-8 et -10.
Contrairement a la caspase-8, ces variants de c-FLIPs ne possedent pas de site actif de clivage
fonctionnel. La liaison des FLIPs a FADD empéche le recrutement des pro-caspases-8 en aval
des récepteurs de mort (Scaffidi et al, 1999).

Les ¢c-FLIPs sont augmentées dans les cancers (Kim et al, 2000 ; Ryu et al, 2001), cependant
les mécanismes de régulation de l'expression des c-FLIP ne sont pas totalement éclaircis.
Ainsi, l'activation des MAP-kinases augmenterait l'expression des c-FLIP (Yeh et al, 1998).
Récemment Panka et al (2001) ont décrit que la synthése des c-FLIP pourrait étre augmentée

par la voie de survie PI3 kinase/Akt.

IV.3- Expression de SODD

SODD (Silencer Of Death Domains) est une protéine de 457 acides aminés qui interagit avec
le TNFR-1 et le DR3 via les domaines de mort de ces récepteurs pour empécher leur
trimérisation et le recrutement des autres adaptateurs (Jiang ef al, 1999). Les relations entre la
protéine SODD et les récepteurs de mort ou d'autres protéines sont encore mal connues.

L’analyse de la structure primaire de la protéine SODD montre que cette protéine ne contient
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pas de domaine de mort mais présente des homologies avec les protéines BAG (Tschopp et al,
1999).

In vitro, les expériences réalisées montrent qu’une surexpression de la protéine SODD dans
des cellules de mélanome inhibe la liaison de TRADD aux récepteurs de mort et supprime
ainsi I’induction de l'apoptose. Au contraire, I'expression d'un ARNm anti-sens de SODD
décroit la viabilité des cellules transfectées (Jiang et al, 1999). Les conséquences de ces

modifications de 1’expression de SODD dans les cancers n'ont pas encore été étudiées.

IV.4- Surexpression des IAPs

Les IAPs (Inhibitor of Apoptosis Protein) constituent une famille qui comporte a ce jour 8
membres : XIAP ("X chromosome linked IAP" ou MIHA, ILP), c-IAP1 (ou MIHC, HIAP2),
cIAP2 (ou MIHB, HIAP1), NIAP, la Survivine, BRUCE, ML-IAP (ou la livine) et KIAP.
Cette famille est caractérisée par la présence d'un a trois domaines BIR (“Baculovirus IAP
Repeat"). Les domaines BIR sont responsables des interactions avec les caspases. Ainsi, le
domaine BIR-2 du XIAP se lie a la caspase-3 et le domaine BIR-3 se lie & la caspase-9 (Roy
et al, 1997 ; Deveraux et al, 1999). Certains [APs possédent en plus un domaine RING
(Really Interesting New Gene) ou des domaines CARD (LaCasse et al, 1998 ; Deveraux et
Reed, 1999). Les 1APs inhibent I'apoptose en inhibant les caspases ou en activant NF-xB
(Nuclear Factor-kappa B). Ainsi, les IAPs inhibent I'activation des caspases (Deveraux et al,
1998), l'action des caspases en bloquant le site actif de la caspase (Sun et al, 2000) et
augmentent la dégradation des caspases en permettant l'ubiquitinisation du complexe
IAP/Caspase (Yang et al, 2000). D'autre part, les IAPs activent la kinase IKK?2 (IkB kinase),
IKK?2 phosphorylant IxB (Inhibitor of NF-kB) (Karin, 1999). Cette phosphorylation permet la
libération de NF-xB qui passe dans le noyau pour exercer son role de facteur de transcription

(Mercurio et Manning, 1999).
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Bien que les mécanismes d’action des IAPs soient largement étudiés ; in vivo, les études se
sont surtout portées sur la survivine qui a la particularité d'étre exprimée uniquement pendant
'embryogenése ; aprés la naissance, son expression n'est plus détectée que dans les cancers.
Ainsi, une diminution de I'expression de la survivine a été reporté dans plus de 60 lignées
cancéreuses et particuliérement dans les cancers du sein et du poumon (Tamm ef al, 1998).

D’autre part, I’activité des IAPs peut étre renforcée par la diminution de I’expression de leurs
inhibiteurs. En effet, il a été reporté que 1’expression de XAF1 (XIAP Associated Factor 1) est

diminuée dans les cancers du foie (Fong et al, 2000).

IV.5- Surexpression des HSPs

Les HSPs (Heat Shock Proteins) sont des protéines chaperones. Elles se lient a d'autres
protéines pour augmenter la demi-vie et/ou permettre une conformation cptimale de ces
protéines (Lindquist et Graig, 1988). HSP 70 se lie 3 BAG-1 par son domaine ATPase
entrainant une inhibition de 1'apoptose par I’activation de SODD, de Ras/Raf ou de Bcl-2 et
par inhibition de INK/SAPKinase ou de la caspase-3 (Jaitteld, 1999 ; Schmitz et al, 2000).

HSP 27 a été également reportée comme inhibant I'activation de la caspase-9 (Garrido et al,
1999). D’autre part, 'HSP 27 interagit ave Daxx pour bloquer I’apoptose induite par Fas

(Charrette et al, 2000).

La surexpression des HSPs 27 et 70 augmentent la tumorigénicité des cellules cancéreuses
chez le rat et la souris (Jaittela, 1995 ; Garrido et al, 1998). Chez I'humain, l'expression
d’HSP 70 est un mauvais facteur pronostic dans les cancers du sein, elle est corrélée a une
diminution de la survie sans récidive, une augmentation de la prolifération et de

l'envahissement ganglionnaire (Vargas-Roig et al, 1997 ; Lazaris et al, 1997). De plus, la
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réponse aux traitements chimiothérapiques et radiothérapiques des cancers du sein est

inversement corrélée a la présence d'HSP 70 (Vargas-Roig ef al, 1998 ; Liu et al, 1996).
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I- Cellules mammaires humaines

I.1- Lignées cancéreuses de sein

La lignée MCF-7 a été établie a partir d’une effusion pleurale d’une patiente atteinte d’un
adénocarcinome du sein de type canalaire invasif. Le nombre de chromosomes varie entre les
formules hypertriploides et hypotétraploides. Cette lignée a conservé certaines
caractéristiques d’un épithélium mammaire différencié. Ainsi, les cellules MCF-7 présentent
des récepteurs pour les hormones stéroidiennes telles que les oestrogénes, la progestérone et

les glucocorticoides.

La lignée T47-D a été établie a partir d’une effusion pleurale d’une patiente atteinte d’un
adénocarcinome de type canalaire invasif. Elle est triploide, forme un épithélium différencié

et posséde des récepteurs pour les hormones stéroidiennes.

La lignée MDA-MB-231 a été établie a partir d’une effusion pleurale d’une patiente atteinte
d’un adénocarcinome métastatique du sein. Cette lignée est caractérisée par un phénotype
fibroblastoide et posséde un nombre de chromosomes hypotriploide (en moyenne 67). Les
cellules MDA-MB-231 n’expriment pas de récepteurs pour les oestrogenes et la progestérone.

Elles sont tumorigénes et forment des métastases chez la souris nude.

La lignée BT-20 a été établie par isolement et culture de cellules échappées d’une tumeur en

culture primaire. Elle est hyperdiploide avec des chromosomes fragmentés et forme des

adénocarcinomes de grade II dans les souris nude.
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1.2- Cellules mammaires humaines normales
Les cellules épithéliales et fibroblastiques mammaires humaines normales sont issues de
mammoplasties réalisées, chez des patientes saines dgées de 18 a 30 ans, dans le département
de chirurgie plastique et reconstitutrice du Pr. Pellerin (Centre Hospitalier Régional

Universitaire de Lille).

II- Culture cellulaire

IL.1- Culture des lignées cancéreuses de sein

Les cellules cancéreuses de sein (MCF-7, T47-D, MDA-MB-231 et BT-20) sont cultivées en
flasques 75 cm® (NUNC) dans du miliew EMEM-5% SVF composé d’EMEM (Milieu
Essentiel Minimum de Eagle avec sels de Earle ; Biowhittaker) complémenté avec : 5% de
sérum de veau foetal décomplémenté (SVF) (Life Technologies), 1% d’acides aminés non
essentiels (Biowhittaker), 2 mM de L-glutamine, 5 pg/ml d’insuline (endopancrine, Organon),
40 Ul/ml pénicilline et 40 pg/ml streptomycine (Life Technologies). Le pH du milieu est
ajusté a 7,4 avec 25 mM d’HEPES et 0,22% de bicarbonate de sodium.

Lorsque les cellules sont a pré-confluence, le milieu de culture est éliminé et les cellules sont
rincées avec du PBS stérile pH 7,4 pour éliminer les traces de sérum. Les cellules sont ensuite
incubées en présence de 1 ml de trypsine/EDTA (Verseéne, Biowhittaker). Lorsqu’elles sont
décollées, I’action de la trypsine est inhibée en ajoutant 5 ml de milieu EMEM-5% SVF. Les
cellules sont ensuite réensemencées au 1/10°™ dans de nouvelles flasques de culture en
présence de milieu riche. En sevrage, les cellules sont incubées dans un milieu DME/HAM
F12 (Sigma) auquel sont ajoutés 30 pg/ml de transferrine, 2 pg/ml de fibronectine et les
mémes quantités d’acides aminés non essentiels, de glutamine et d’antibiotiques que pour le

milieu EMEM-5% SVF.
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I1.2- Cultures primaires des cellules normales de sein

Les cellules épithéliales mammaires normales humaines (CEMN) sont obtenues a partir de
réduction mammaires et préparées selon la technique décrite par Soule et Mc Grath (1986).
Apres avoir été dégraissé, ’échantillon mammaire est dilacéré en petits fragments a I’aide de
ciseaux stériles dans du SVF. Les fragments sont ensuite digérés, & 37°C sous agitation, avec
de la collagénase de type XI (500 Ul/ml) et de la hyaluronidase (150 Ul/ml) pendant 4 3 5 h
en milieu dépourvu de sérum. Les organoides issus de cette digestion sont séparés par
centrifugation sur ficoll (300 x g, 30 min). Les organoides situés a I'interface sont rincés deux
fois par centrifugation (300 x g, 15 min) dans du milieu pré-B1 constitué de DME/HAM F12,
10 mM Hepes, 20 mM NaOH, 0,22% bicarbonate de sodium, 2 mM glutamine, 100 Ul/ml
pénicilline, 100 pg/ml streptomycine. Le culot est repris dans un milieu de culture Bl
constitué de milieu pré-B1 complémenté avec 10 pg/ml d’insuline, 2 ng/ml d’EGF, 100 ng/ml
de toxine cholérique, 5.10° M de cortisol, 10% de SVF et 1,05 mM de CaCl,. Le surnageant
contient les cellules fibroblastiques qui sont mises en culture dans le méme milieu B1 exempt
de toxine cholérique.

Apres 7 a 10 jours, les cellules €pithéliales essaiment a partir des organoides et se dispersent
au fond de la boite de culture. Lorsqu’elles atteignent la confluence, les cellules sont mises en
présence d’un milieu B1 contenant seulement 40 uM de Ca®*. La faible teneur en Ca*" facilite
la division cellulaire et permet aux cellules de rester en suspension dans le milieu de culture.
Les cellules en suspension sont récupérées par centrifugation puis réparties dans des boites de

Pétri de 100 mm de diameétre et cultivées en milicu B1.

I1.3- Production de milieu conditionné par les cellules mammaires normales

Les cellules sont cultivées en boite de Pétri de 100 mm de diamétre en milieu B1. A pré-
confluence, les cellules sont rincées 2 fois avec du milieu pré-B1 puis incubées 2 heures dans

ce milicu avant de subir deux nouveaux ringages de pré-B1. Les cellules sont alors cultivées
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dans 10 ml de pré-B1 et le milieu est récupéré a 24 et 48 h. Tous les milieux conditionnés sont
rassemblés et filtrés de fagon stérile sur membranes de porosité 0,22 um. Les milieux sont

conservés a -20°C pour des périodes de 6 mois maximum.

I1.4- Transfections

1) Transformation des bactéries

Le produit de ligation (plasmide + insert) (2 pl) et les bactéries compétentes (E. coli, IM109)
sont placés 20 min dans la glace, 40 s & 42°C puis 2 min dans la glace. Les bactéries sont alors
incubées dans 250 pl de milieu SOC (Promega) (15 min, 37°C ; puis 75 min, 37°C, sous
agitation douce). Le produit de la transformation est étalé en boite de Pétri sur gélose LB (10
g de bactotryptone ; 5 g extrait de levure ; 10 g NaCl ; 15 g agar ; 50 mg d'ampicilline ; HO

qgsp 1 litre ; pH 7).

2) Extraction de I’ADN plasmidique

L’ADN plasmidique est extrait grace au kit QIAGEN Plasmid purification selon les
recommandations du fabricant (QIAFilter Plasmid Maxi Kit, QIAGEN). La culture
bactérienne est centrifugée (5500 x g, 20 min, 4°C). Le surnageant est éliminé et le culot est
repris dans 10 m! de tampon P1 (50 mM Tris-HCI, pH 8 ; 10 mM EDTA ; 100 pg/ml RNAse
A). On ajoute ensuite 10 ml de tampon P2 (200 mM NaOH ; 1% SDS) (5 min, température
ambiante). Aprés I’incubation, 10 ml de tampon P3 (3 mM acétate de potassium ; pH 5,5) sont
ajoutés et ’ensemble est transféré immédiatement sur la colonne QIAFilter puis incubé 10
min a température ambiante. Le filtrat est ensuite passé sur la colonne QIAGEN-tip et lavé 2
fois avec 30 ml de tampon QC (1 M NaCl ; 50 mM MOPS ; pH 7 ; 15% isopropanol). L’ADN
est élué avec 15 ml de tampon QF (1,25 M NaCl; 50 mM Tris-HCI, pH 8,5; 15%

isopropanol), précipité avec 10,5 ml d’isopropanol a température ambiante et centrifugé
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(15000 x g, 30 min, 4°C). Le culot est lavé avec 5 ml d’éthanol 70% et centrifugé (15000 x g,
10 min, 4°C), puis séché (10 min, & I’air) avant d’étre repris dans 500 pl de tampon TE (10

mM Tris-HC1 ; pH 8 ; 1 mM EDTA).

3) Transfections transitoires

Les transfections transitoires ont été réalisées en utilisant la lipofectine (Life technologies)
pour les cellules MCF-7 et T47-D et la lipofectamine (Life technologies) pour les cellules
MDA-MB-231.

Les cellules sont ensemencées 2 la densité de 2.10° cellules par boite de Pétri de 35 mm de
diameétre dans du milieu EMEM-5% SVF. Aprés 24 h, les cellules sont rincées puis incubées
5 4 6 h dans 1 ml de milieu OptiMEM (Life Technologies) contenant 8 ul de lipofectine ou de
lipofectamine, 0,5 pg de vecteur contenant la green fluorescent protein (EGFP-C1) (Clontech)
et 0,5 a 1 pg du vecteur d’intérét. Les cellules sont alor: cultivees 24 h dans de ’EMEM-5%

SVF avant traitement.

III- Mesure de la croissance cellulaire

II1.1- Croissance en monocouche

L'ensemencement est réalisé a la densité de 50000 cellules par boite de Pétri de 35 mm de
diametre dans du milieu EMEM-5% SVF. Aprés 24 h, les cellules sont rincées deux fois 10
min puis incubées pendant 24 h dans du milieu pré-B1. A ce moment, le milieu est renouvelé
et les cellules sont traitées en présence ou en absence de milieu conditionné par les cellules
normales. A la fin du traitement les cellules sont décollées grace a la trypsine. Les cellules
sont ensuite incubées dans une solution de bleu trypan (0.04 % en concentration finale) puis

les cellules viables sont comptées a la cellule de Malassez.
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II1.2- Croissance en gel de collagéne

L'ensemencement est réalisé a la concentration de 2.10° cellules par puits dans une plaque de
culture 12 puits (diamétre : 17 mm). Un volume de suspension cellulaire est mélangé a un
volume de solution de collagéne. La solution de collagéne est préparée extemporanément et
est conservée dans la glace. Cette solution est constituée d'un volume de bicarbonate de
sodium a 22,2 g/l, un volume d'EMEM 10X et de 8 volumes de collagéne de queues de rat
dialysé a 1,5 mg/l. Lorsque le gel est pris, 1 ml 'EMEM-3% SVF supplémenté par 2 pg/ml
de fibronectine est ajouté dans le puits. Le lendemain, le milieu est renouvelé et les cellules
sont traitées en présence ou en absence de milieu conditionné par les CEMN. A la fin du
traitement, les gels de collagéne sont digérés par une solution de collagénase XI a 2 Ul/ul. Les
cellules sont incubées dans une solution de bleu trypan (0,04 % en concentration finale) et les

cellules viables sont comptées a la cellule de Malassez.

I1L.3- Croissance en agar-mou

L'ensemencement est réalisé a 50000 cellules par puits dans une plaque de culture 6 puits
(diamétre : 35 mm). Une premiére couche d'agar ne contenant pas de cellule est coulée dans
les boites. Elle est constituée d'un mélange de 55% de EMEM-5% SVF 2X et 45% d'agar a
1,25% maintenu a 45°C. Aprés solidification de cette couche inférieure, les cellules sont
ensemencées dans un volume de suspension cellulaire dilué dans deux volumes du mélange
EMEM/agar. Apres solidification de la couche supérieure, les cellules sont traitées ou non en
ajoutant 2 ml de milieu EMEM-5% SVF en présence ou absence de milieu conditionné par les
CEMN. Les milieux de culture sont changés tous les 2 jours. A la fin du traitement (7 a 13
jours), on dénombre les colonies/champ dans chaque puits. Une colonie est prise en compte si

elle comporte un minimum de 20 cellules.
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111.4- Etude du cycle cellulaire par cytométrie en flux

Les cellules sont ensemencées a 1.10° cellules par boite de Pétri de 100 mm de diamétre dans
un milieu EMEM-5% SVF. Apres 24 h, les cellules sont rincées 2 x 10 min puis incubées
pendant 24 h dans du milieu pré-B1l. A ce moment, le milieu est renouvelé et les cellules sont
traitées en présence ou en absence de milieu conditionné par les cellules normales. A la fin du
traitement, les cellules sont décollées par la trypsine et rincées 2 fois par centrifugation dans
du PBS (300 x g, 15 min) puis comptées 2 la cellule de Malassez. 1 x 10° cellules sont
reprises dans 200 pl de PBS et fixées en ajoutant lentement 1 ml d'éthanol glacial (-80°C),
tout en vortexant. Apres cette fixation (10 min, -20°C), les cellules sont rincées par
centrifugation (300 x g, 15 min) dans du PBS. Le culot est alors repris dans 200 pl de solution
de PBS contenant de la RNAse A (0,25 pg/ml, 15 min, température ambiante) et les cellules
sont marquées par 1 ml de solution d'iodure de propidium (25 pg/ml iodure de propidium ;
0,05% Triton-X100) (-5 min, température ambiante). Juste avant I’analyse, les cellules sont
séparées par filtration a travers une membrane de nylon (Scrynel NYHC NYLON, porosité 60
uM, Polylabo). L’analyse de la répartition des cellules dans le cycle est réalisée par
cytométrie en flux (Coulter Epics XL/XL-MCL, Aexc =488 nm, A¢mission= 620 nm, programme

Expo cytometer Software V.2 de Beckman Coulter).

IIL.5- Détection de I'apoptose

1) Marquage au Hoechst

Les cellules sont ensemencées a la densité de 1.10° cellules par boite de Pétri de 35 mm de
diamétre sur des lamelles en verre traitées au collagéne de queue de rat. A la fin du traitement,
les cellules sont fixées au méthanol (10 min, -20°C). Aprés 3 ringages au PBS, elles sont
incubées a I’obscurité avec la solution de Hoechst 33258 (1 mg/l, 30 min, température

ambiante). Apres 2 ringages au PBS, les lamelles sont montées au glycergel. Les noyaux des
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cellules apoptotiques sont repérés au microscope a fluorescence Olympus BH2. Ils sont
caractérisés par leur morphologie : condensation périnucléaire de la chromatine, hyper-

condensation de la chromatine et formation de vésicules apoptotiques.

2) Technique TUNEL

Les cellules sont ensemencées a la densité de 1.10° cellules par boite de Pétri de 35 mm de
diamétre sur des lamelles en verre traitées au collagéne de queues de rat. Apres traitement, les
cellules sont fixées au paraformaldéhyde (PAF) (4%, 30 min, 4°C). Aprés élimination du
fixateur, les cellules sont incubées dans une solution de blocage (3% H>O, ; méthanol) (15
min, température ambiante) puis perméabilisées (1% Triton X100 ; 1% citrate de sodium dans
PBS) (3 min, 4°C). Les cellules sont incubées dans la solution de marquage contenant la
transférase terminale et les dUTP marqués au FITC (60 min, 37°C). Le marquage est visualisé
directement au microscope a fluorescence Olympus BH2 ou amplifié par incubation (30 min,
37°C) dans une solution contenant un anticorps anti-FITC couplé a la peroxydase. La
révélation est alors effectuée au DAB (Fast-DAB, Sigma) et le marquage est visualisé, aprés
montage au glycergel, en microscopie optique. Entre chaque étape, 3 ringages au PBS sont

effectués.

3) Visualisation des échelles d ADN

Les cellules sont ensemencées 4 la densité de 5.10° cellules par boite de Pétri de 60 mm de
diamétre. Aprés traitement, I’extraction de I’ADN est réalisée en lysant les cellules dans 2 ml
d’hypochloride de guanidium (7 M, 30 min, 4°C) ; puis le lysat est mélangé a 1 ml de résine
échangeuse d’anions (Wizard Minipreps DNA Purification Resin, Promega). Aprés
centrifugation (2000 x g, 3 min, température ambiante), les billes de résine sont reprises dans
3 ml de solution de ringage et déposées sur une mini-colonne (Wizard Minicolumn, Promega).

L’ADN est élué par centrifugation (5000 x g, 5 min, température ambiante) dans du tampon
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TE. L’ARN résiduel est éliminé par digestion enzymatique (RNAse A, 1 pug/ml, 30 min,
37°C).

Les fragments internucléosomiques générés lors de I’apoptose sont amplifiés par la technique
de LM-PCR (Clontech Laboratories). L’ ADN est visualisé apres électrophorése (50 V, 4 h) en

gel d’agarose (1,2%) contenant du bromure d’éthidium.

4) Marquage a l'annexine V

Les cellules sont ensemencées 4 la densité de 1.10° cellules par boite de Pétri de 35 mm de
diameétre sur des lamelles en verre traitées au collagéne de queues de rat. Les cellules sont
fixées au PAF (4%, 30 min, 4°C). Aprés 2 ringages au PBS, elles sont incubées (10 min,
température ambiante) en présence d’Annexine V couplée au FITC (Kit Roche Diagnostic).
Aprés ringage, les lamelles sont immédiatement analysées au microscope a fluorescence

Olympus BH2.

IV- Immunodétection des protéines
1V.1- Fractionnement cellulaire

Aprés traitement, les cellules sont raclées dans le tampon d’extraction (50 mM HEPES pH
7,0 ; 50 mM KCl; 1 mM NaVO; ; S mM MgCl; ; 5 mM EGTA ; 10 pg/ml leupeptine ; 1 mM
PMSF). Puis les cellules sont éclatées par 5 cycles de congélation/décongélation en passant
les cellules de —196°C a 37°C. Aprés centrifugation (1.10° x g, 1 h, 4°C), le culot (membranes
et organelles) est repris dans 1 ml de tampon d’extraction et le surnageant (cytosol) est
concentré par ultra-filtration sur membrane de type Amicon (seuil de coupure de 3 kDa, Pal

Gelman Science).
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IV.2- Western blot

Apres traitement, les cellules sont lysées (150 mM NaCl ; 50 mM Tris pH 7,5 ; 1% NP40 ;
0,1% SDS ; 1 mM orthovanadate ; 1 mM PMSF ; 1 mM NasP,O7; 10 pg/m leupeptine ; 10
pg/ml aprotinine ; 1 pg/ml pepstatine A), chauffées (10 min, 100°C) et le lysat est clarifié par
centrifugation (10000 x g, 5 min). La concentration en protéines des échantillons est estimée
par dosage Biorad (Biorad Protein Assay, Amersham).

Les lysats protéiques sont chauffés (10 min, 65°C) dans du tampon de Laemmli (1% SDS ;
1% B-—mercaptoéthanol ; 20% glycérol; 10mM Tris pH 6,8; 30 pl/S ml bleu de
bromophénol). Les électrophoréses en gel de polyacrylamide sont réalisées sur plaques (80 x
60 x 1,5 mm) dans un MiniSystem Biorad (mini Protean IT). La migration est réalisée dans du
tampon Tris/Glycine (20 mM Tris ; 200 mM glycine ; 0,1% SDS) en gel de 10, 12 ou 15%
d’acrylamide. Les protéines migrent 45 min a 100 V et les poids moléculaires sont déterminés
par rapport a des témoins de masse standard (Pharmacia Biotech).

Aprés la migration, le gel est équilibré quelques minutes dans le tampon de transfert (25 mM
Tris ; 200 mM glycine ; 20% méthanol) puis les protéines sont transférées sur membrane de
nitrocellulose (200 mA, 1 h) (Schleisser et Schiill). L'homogénéité du transfert est vérifi¢ par
coloration au rouge Ponceau (Sigma).

La membrane est saturée (3 h, température ambiante) dans une solution de TBS pH 7,6 (150
mM NaCl ; 10 mM Tris ; 0,1% Tween 20) contenant 3% de Sérum Albumine Bovine (SAB).
Aprés trois lavages au TBS, la membrane est incubée avec I’anticorps primaire dans une
solution de TBS-3% SAB (16 h, 4°C). Elle est ensuite lavée 6 fois dans du TBS puis incubée
avec D’anticorps secondaire conjugué a la peroxydase (2 h, température ambiante). La
membrane est lavée 4 fois au TBS et le complexe antigéne-anticorps est révélé par

chimioluminescence a I’aide d’un kit Pierce.
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1V.3- Détermination des marqueurs épithéliaux

Les cellules épithéliales expriment, dans la majorité des cas, les cytokératines-18 et -19 ; les
cellules myoépithéliales expriment la cytokératine-14 et l'a-actine lisse ; les cellules
fibroblastiques expriment la vimentine. La détection de ces marqueurs est effectuée par
immuno-cytochimie.

Les cellules sont ensemencées a la densité de 50000 cellules par boite de Pétri de 35 mm de
diametre sur des lamelles en verre traitées au collagéne de queues de rat. Aprés deux jours de
culture, les cellules sont rincées 2 fois au PBS puis fixées au méthanol (10 min, -20°C). Aprés
2 ringages au PBS, les sites non spécifiques sont bloqués par une solution de saturation (30%
de méthanol ; 0,3 % H,0;; 1% SAB) (30 min, température ambiante). Aprés 2 ringages au
PBS, les cellules sont incubées dans 50 pl d'anticorps primaire (1/200°™ dans du PBS ; 0,5%
Tween 20 ; 0,5% SAB) (2 h, 37°C). Les cellules sont alors rincées dans du PBS et incubées
avec l'anticorps secondaire couplé a la peroxydase (1/500°™ dans du PBS ; 0,5% Tween 20 ;
0,5% SAB) (1h, 37°C). L'excés d'anticorps est eliminé par 2 ringages au PBS et la révélation
est effectuée par le systtme Fast-DAB (Sigma) (10 min, température ambiante). Apres 2
ringages 4 l'eau courante les cellules sont contre-colorées en trempant les lames dans une
solution d'hématoxyline de Harris (30 s, température ambiante) et sont rincées a I'eau
courante. Le montage est effectué au glycergel (Dako) et les lamelles sont observées au

microscope pour déterminer la proportion de cellules marquées.

V- Retard sur gel et super-shift

V.1- Préparation des extraits nucléaires

Les extraits nucléaires sont préparés selon la méthode décrite par Lin et al (1995).
Brievement, les extraits sont préparés a partir de cultures cellulaires effectuées en boites de

Pétri de 100 mm de diametre. Aprés traitement ou transfection, les cellules sont raclées dans 2
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x 1 ml de PBS froid. Aprés centrifugation (300 x g, 15 min), les cellules sont éclatées par 400
pl tampon hypotonique (10 mM HEPES, pH 7,8; 10 mM KCI; 2 mM MgCl;; 0,1 mM
EDTA ; 3 mM DTT) (17 min, 4°C, sur un agitateur de type soleil). Les membranes lipidiques
sont alors désorganisées par ajout de 3 pl de NP40 immédiatement suivi d'une centrifugation
(12000 x g, 5 min, 4°C). Le culot correspondant a la fraction nucléaire est alors repris dans un
tampon hypertonique (50 mM HEPES ; 50 mM KCl ; 300 mM NaCl ; 0,1 mM EDTA ; 3 mM
DTT; 10% glycérol (vol/vol)) (30 min, 4°C, sur un agitateur de type soleil). Aprés
centrifugation (12000 x g, 10 min, 4°C), le surnageant correspondant & la fraction nucléaire
est récupéré et la concentration en protéines est estimée en utilisant le dosage Biorad (Biorad

Protein Assay, Amersham).

V.2- Préparation de la sonde

La sonde contenant la séquence consensus kB (Promega) est préparée selon les
recommandations du fabricant avec un kit QIAquick Nucleotide Removal Kit (Qiagen).
Séquence de la sonde : 5° AgTTgAggggACTTTCCCAggC 3’

3’ TCAACTCCCCTgAAAgggTCCg 5’

V.3- Hybridation et révélation

Cing pg de protéines des extraits nucléaires sont pré-incubés dans une solution d'hybridation
qsp 18 ul (10 min, température ambiante) puis 1 ul de poly-d-IdC a 0,5 mg/ml est ajouté (20
min, température ambiante) avant l'hybridation avec 1 pl de sonde marquée (20 min,
température ambiante). Les échantillons sont alors déposés sur un gel d'acrylamide a 4%
ayant subit un "pré-run" (15 min, 200 V). La migration est effectuée a voltage constant (200

V, 2 h). Aprés migration, les gels sont séchés (1 h, 80°C) avant leur mise en exposition.
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Dans les expériences de super-shift, 2 pul d'anticorps sont ajoutés lors de la pré-incubation

dans la solution d'hybridation.

VI- Mesure d'activité de la PI3 kinase

Les cellules sont cultivées pendant 2 heures avec ou sans milieu conditionné de CEMN en
présence ou absence de wortmannine (100 nM). Les cellules sont ensuite stimulées ou non par
le des(1-3)IGF-I (analogue de I’IGFI ne se liant pas ou faiblement aux IGFBPs) (20 nM, 6
min, 37°C), avant d’étre lysées dans un tampon A (20 mM Tris, pH 7,4 ; 137 mM NaCl ; 100
mM NaF ; 10 mM EDTA ; 2 mM Na3;VOy; ; 10 mM pyrophosphate ; 1 mM PMSF ; 100 Ul/ml
aprotinine ; 1% NP40). Les lysats sont ensuite incubés avec I’anticorps anti-IRS-1 couplé a
des billes de protéine-A-sépharose (2 h, 4°C, sous agitation). Apres centrifugation (12000 x g,
5 min, 4°C), les culots sont lavés deux fois de suite et successivement par les tampons
suivants : tampon B (1% NP40 ; 200 uM Na3;VO, dans °BS) ; tampon C (100 mM Tris, pH
7,4 ; 0,5 mM LiCl ; 200 uM Na3zVOy) ; tampon D (10 mM Tris, pH 7,4 ; 100 mM NaCl ; 1
mM EDTA ; 200 uM Na3VO, ). L’activité de la PI3 kinase est alors mesurée par la
phosphorylation in vitro des phosphatidyl-inositols (PI). Les produits de la réaction sont
séparés  par  chromatographie sur couche mince dans un  tampon
méthanol/chloroforme/ammoniaque/H,O (60/47/4,4/8,8) (vol). Aprés séparation, les spots
correspondants au PI-P3 sont visualisés par autoradiographie, découpés et analysés au

compteur gamma.

VII- Caractérisation des protéines par spectrométrie de masse

VIL.1- Concentration et purification des protéines pro-apoptogénes du MC-CEMN

Dix litres de milieu conditionné de CEMN (MC-CEMN) sont concentrés par ultra-filtration
sur une cartouche de type Ultrassette Filtron (Pal Gelman Science) (seuil de coupure 30 kDa).
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Le MC-CEMN est ensuite passé sur trois cartouches Sep-Pak de 1 cm’ montées en série et
préalablement réhydratées par 10 ml de méthanol. Aprés deux ringages par 10 ml d’eau
acidifiée (0,05% acide trifluoroacétique dans H,0O), les protéines retenues sont éluées
successivement par des solutions a 50, 80 et 100% d’acétonitrile (ACN) dans de ’eau
acidifiée. Les fractions recueillies sont lyophilisées et reprises dans I’eau acidifiée avant
passage en HPLC (chromatographie haute pression en phase liquide). Les HPLC ont été
réalisées sur un systtme Beckmann Gold 126 équipé d’un détecteur a I’iode. L’absorption des
protéines est mesurée en sortie de colonne dans ’'UV a deux longueurs d’onde (A = 214 nm et
225 nm). Les fractions sont collectées manuellement et leur activité apoptogéne est mesurée
sur les cellules MCF-7. La quantité utilisée est déterminée par le facteur de dilution par
rapport au milieu conditionné non concentré.

Les fractions 50, 80 et 100% ACN issues de Sep-Pak sont tout d’abord analysées en HPLC
préparative sur colonne Sephasil C4 Vydac (214TP53, 250 x 3,2 mm, 5 um), puis les
fractions biologiquement actives sont analysées en HPLC analytique sur colonne Sephasil C4
Vydac (214TP510, 250 x 10 mm, 5 pum). Pour éviter toute saturation, une colonne de garde
est adaptée en amont de la colonne d’HPLC (Sephasil C4 Vydac, 214GD54, 10 x 2,1 mm, 5
pum).

En HPLC préparative, I’élution est effectuée selon un gradient d’acétonitrile/eau acidifiée
linéaire de 15 a 80% avec un débit constant (2 ml/min). Les fractions correspondantes aux
pics d’absorption sont collectées dans des tubes en polypropyléne (Nalgene), lyophilisées et
reprises dans I’eau acidifiée pour leur passage en HPLC analytique. Les élutions des HPLC
analytiques sont effectuées selon des gradients d’acétonitrile/eau acidifiée différents selon les

fractions obtenues en HPLC préparative, au débit de 0,5 ml/min.
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VI1.2- Electrophorése et détection des protéines

Aprés HPLC, les échantillons sont lyophilisés. Les protéines sont alors reprises dans 100 pl
de tampon de Laemmli et chauffées (5 min, 100°C). L’électrophorese en gel (10 x 12 cm) de
15% d’acrylamide est réalisée en ampérage constant (15 mA, 3 h). Aprés migration, les
protéines sont colorées au bleu de Coomassie ou au nitrate d’argent. Pour la coloration au
bleu de Coomassie, les gels sont placés 2 a 12 heures dans la solution de coloration (0,25%
bleu de Coomassie R-250, 50% méthanol, 10% acide acétique dans H,O) ; puis ils sont
incubés dans 4 bains de solution de décoloration (25% méthanol, 7% acide acétique dans
H>0) (15 min, température ambiante).

Pour la coloration au nitrate d’argent, les gels sont fixés dans une solution de fixation (50%
méthanol/10% acide acétique/H,0, 2 h minimum, température ambiante). Apres 3 ringages a
I’eau, ils sont incubés dans une solution de sensibilisation (2,5 mg/l DTT/H,O, 30 min,
température ambiante) et mis en présence de la solution de coloration (3 g/l nitrate
d’argent/H,0, 90 min, 4°C, a I’obscurité). Aprés deux ringages a I’eau, un ringage trés bref est
effectué par la solution de révélation (34,72 g de carbonate de calcium ; 2,25 mli de
formaldéhyde, qsp 1L H,0). Les gels sont alors replacés dans cette solution de révélation,
I’évolution de la réaction est stoppée au bout de quelques minutes par une solution d’arrét

(3% acide acétique/H,0). Aprés ringages, les gels sont conservés a 4°C dans I’eau.

VIL.3- Digestion enzymatique et caractérisation par spectrométrie de masse

1) Préparation des protéines

Pour les gels colorés au nitrate d’argent, une étape de réduction/alkylation est effectuée avant
la digestion selon la méthode décrite par Shevchenko et al (1996). Brievement, les bandes
contenant les protéines sont découpées et déshydratées par 2 bains dans une solution d’ACN
(50% ACN/50% H,0, 20 min, température ambiante) et un bain d’ACN (20 min, température

ambiante). L’ ACN est ensuite évaporé dans un speed-vac et les échantillons sont recouverts
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d’une solution de réduction (10 mM DTT; 100 mM NH/HCO;; H;0) (1 h, 56°C). Apres
complet refroidissement, la solution de réduction est remplacée par une solution d’alkylation
(55 mM iodoacétamide ; 100 mM NH4HCO; ; H,O) (45 min, température ambiante, sous
agitation a I’obscurité). Les échantillons sont ensuite lavés 2 fois par 100 mM NH4HCO; dans
l'eau (10 min, température ambiante, sous agitation) suivie d’un bain d’ACN (10 min,
température ambiante, sous agitation).

Pour les bandes colorées au bleu de Coomassie, elles sont déshydratées et décolorées par 3
bains (20 min, température ambiante, sous agitation) dans une solution de décoloration (50%

ACN ; 100 mM NH4HCO; ; H>0).

2) Digestion des protéines

Les échantillons séchés au speed-vac sont disposées sur un parafilm® et réhydratés par2 plde
solution de carbonate d’ammonium (100 mM NHHCO;, HyO) et 4 pl de tampon
enzymatique (fourni par le fabricant avec la trypsine). Les protéines sont alors digérées par 5

ul de trypsine (0,1 pg/pl, "sequencing grade modified trypsin", Promega) (16 h, 37°C).

3) Extraction des fragments trypsiques du gel

Aprés digestion, les échantillons sont centrifugés (13000 x g, 5 min) et le surnageant
contenant les peptides hydrophiles sont rassemblés dans un méme tube. Les peptides digérés
in situ sont extraits du culot par 2 incubations dans un premier tampon d’extraction (45%
ACN ; 10% acide formique ; 45% H>0) (20 min, température ambiante, sous agitation). Apres
chaque incubation, les échantillons sont centrifugés (13000 x g, 5 min) et les peptides
récupérés dans le surnageant sont rassemblés dans le tube de départ. Les peptides les plus

hydrophobes sont extraits, par la méme méthode, dans un second tampon d’extraction (95%

-55.



ACN, 5% acide formique) et rassemblés dans le tube de départ. Les peptides sont alors séchés

dans un speed-vac et conservés a3 —80°C avant analyse en spectrométrie de masse.

4) Analyse en spectrométrie de masse

Les échantillons ont été confiés au Dr. Jérdme Lemoine et Xavier Czeszak du Laboratoire de
Chimie Biologie (UMR 8576, CNRS, USTL) pour I’analyse en spectrométrie de masse. Les
échantillons sont analysés par MALDI-MS (spectrométre de masse a temps de vol de type

Vision 2000, Finnigan, Bremen).

VIII- Western ligand blot.

Aprés 2 ringages d’une heure dans du milieu pré-B1, 2.10° cellules sont cultivées pendant 24
h dans 10 ml de milieu. Les milieux conditionnés sont alors récupérés, filtrés (sur membrane
de 0,22 um) et congelés a —80°C avant 1’expérience. Deux millilitres de milieu conditionné
sont passés sur colonne Sephadex G-25 et élués par 1,25 ml d’acétate d’ammonium (0,03 M)
avant d’étre lyophylisés. Les extraits sont alors soumis a une électrophorése en gel 3 12,5 %
d’acrylamide en conditions non réductrices. Aprés électrophorése, les membranes sont rincées
(3 x 1 min) dans une solution de TBS pH 7,6 (150 mM NaCl; 10 mM Tris ; 0,1% Tween
20) puis sont bloquées dans une solution de TBS contenant 0,3% SAB (2 h, température
ambiante). Les membranes sont alors incubées avec un mélange de '*I-IGF-I et '*I-IGF-II
(2.10° cpm pour chaque ligand) (12 h, 4°C). Apres ringages au TBS, les membranes sont

séchées et mises en autoradiographie pendant 24 3 48 h.
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Démarche expérimentale




Le développement des cancers du sein est extrémement lent ; 8 a 10 ans peuvent s'écouler
pour qu'une tumeur dépasse le seuil de détection infra-clinique. En effet, le développement
tumoral résulte d’une succession d’altérations génétiques qui permettent & la cellule
cancéreuse de croitre de fagon indéfinie puis de s’affranchir progressivement de leur
environnement (Hanahan et Weinberg, 2000). On distingue différents stades dans le
développement tumoral qui reflétent I’agressivité des cellules cancéreuses en fonction des
mutations d’oncogénes et d’anti-oncogénes acquises par les cellules. Ainsi, les lignées de
cancer du sein utilisées sont représentatives de certains stades du développement cancéreux :
les lignées MCF-7 et T47-D sont des cellules encore bien différenciées, possédant une
protéine P53 fonctionnelle, exprimant les récepteurs aux hormones stéroidiennes ; elles
représentent des stades précoces du développement tumoral. En revanche, les lignées MDA-
MB-231 et BT-20 sont des cellules beaucoup moins différenciées, ne possédant plus de P53
fonctionnelle et sont insensibles aux hormones stéroidiennes, elles représentent des stades
plus avancés de cancer du sein.

Cependant, le développement tumoral ne dépend pas que de la naﬁre des cellules
cancéreuses, il est également influencé par les interactions entre les cellules cancéreuses et
leur environnement. Ainsi, les travaux de Bissel (Weaver et al, 1996 ; Hagios et al, 1998 ;
Bissel et al, 1999) montrent que des changements dans la composition des membranes basales
peuvent aboutir a la transformation et a la cancérisation des cellules mammaires. Par ailleurs,
en fonction des stades du développement cancéreux, les cellules cancéreuses sont soumises a
’action paracrine de facteurs produits par les cellules voisines. En effet, il a été reporté que
les cellules épithéliales et myoépithéliales mammaires normales inhibent la croissance des
cellules cancéreuses de sein (Van Roozendal et al, 1992 ; Le Bourhis et al, 1997 ; Xiao et al,
1999).

La croissance cellulaire résulte de la prolifération et de I’apoptose. Lors de mon stage de

DEA, j’ai démontré que les cellules épithéliales mammaires normales (CEMN) induisent
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Papoptose des cellules cancéreuses de sein MCF-7 en co-culture, alors qu’elles n’induisent
pas I’apoptose des cellules MDA-MB-231. Dans ce contexte, mon travail de thése s’est
articulé selon deux axes :

-I’étude des effets des CEMN sur la croissance des cellules cancéreuses de sein,

-la purification et la caractérisation des facteurs pro-apoptogénes produits par les

CEMN.
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Résultats




Partie 1 : Effets des CEMN sur la croissance des cellules
cancéreuses de sein




Le développement tumoral ne dépend pas seulement de la nature des cellules cancéreuses
mais aussi de leurs interactions avec les cellules normales environnantes. Dans les deux
articles suivants (articles 2 et 3), nous avons démontré que les CEMN inhibent la croissance
de plusieurs lignées cancéreuses de sein dans différentes conditions de culture. L’inhibition de
la croissance est due a une induction de I’apoptose dans les lignées MCF-7 et T47-D. Dans les
lignées MDA-MB-231 et BT-20, les CEMN ralentissent uniquement la prolifération.
L'analyse en Western blots montre que 1’apoptose induite par les CEMN est corrélée a une
augmentation de I’expression de P21V*" et de P53 et une diminution de Bcl-2. Par I'utilisation
d’un inhibiteur pharmacologique (pifithrin-a) et des études de transfections transitoires, nous
avons démontré que I’induction de I’apoptose dans les lignées MCF-7 et T47-D est P53-
dépendante. Enfin, nous avons démontré que I’apoptose induite par les CEMN nécessite

I’activation de tyrosine phosphatases dans les cellules cancéreuses.
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Cancer development depends not only on the nature
of the tumor cells themselves but also on the regula-
tory effects of various normal cells. The present study
was performed to better understand the mechanism
by which normal breast epithelial cells (NBEC) can
control the growth of MCF-7 breast cancer cells. When
MCF-7 cells were treated with NBEC conditioned me-
dium, cell growth was inhibited in a concentration-
dependent manner. This inhibition was due to an in-
duction of apoptosis without any change in cell cycle
progression. The induction of apoptosis was corre-
lated with increased levels of p53, p21™" and de-
creased levels of bcl-2. Transient transfections of
MCF-7 cells with two p53 ¢cDNA constructs demon-
strated the induction of apoptosis was mediated by
endogenous p53. Taken together, our results indicate
that NBEC inhibit the growth of MCF-7 breast cancer
cells by inducing apoptosis in them via endogenous
P53. ©2000 Academic Press

Key Words: breast cancer; cell growth; apoptosis;
normal breast epithelial cells; p53.

The most prominent characteristic of tumors is the
rapid increase of cell number, which is the result of
an imbalance between cell proliferation and apopto-
sis. These two processes are regulated by the tumor
suppressor oncogene p53. The p53-dependent G1 ar-
rest is mediated by direct transactivation of p21“*’
which in turn encodes the inhibitor of cyclin-
dependent kinases (1). Although the biological mech-
anism by which p53 regulates the G2/M transition
remains largely nuclear, it has been reported that its
activation results in the down-regulation of Weel
expression and the dephosphorylation of Cdc2; the
dephosphorylated Cdc2 increases cyclin/Cdc2 kinase
activity, thus suppressing the G2 cell cycle check
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point (2). p53 can induce apoptosis by modifying the
expression of the bcl-2 family, as experimental over-
expression of p53 is associated with a decreased ex-
pression of bcl-2 and an increased expression of bax,
an antagonist of bcl-2 (3, 4).

Cancer development depends not only on the nature
of the cancerous cells themselves, but also on the reg-
ulatory effects of various normal cells such as fibro-
blasts, endothelial cells and epithelial cells. This host
regulation may be as great a determinant of a tumor
cell’s behavior in vivo as the specific oncogenic or tumor
suppressor alterations occurring within the malignant
cell itself (5). While fibroblasts and endothelial cells are
believed to favour tumor development (5), normal
breast myoepithelial cells and epithelial cells have
been shown to exert an inhibitory effect on breast can-
cer cells (6-10). In addition, improving knowledge of
mammary gland development, especially during post-
lactational involution, suggests that paracrine factors
controlling mammary tissue homeostasis might be use-
ful for breast cancer prevention and treatment (11). In
a previous study we have demonstrated that normal
breast epithelial cells (NBEC) inhibit the growth of
breast cancer cells, especially that of hormono-
sensitive cells such as MCF-7 and ZR75 (7). The MCF-7
cell line is the prototype for hormono-sensitive breast
cancer cells, which are representative of early stage of
breast cancer development. The fact that MCF-7 cells
are strongly growth-inhibited by NBEC suggests that
NBEC may exert an important negative control over
the early stages of breast cancer development in vivo.
It therefore becomes important to understand the
mechanism by which NBEC reduce the growth of can-
cer cells. The present work has demonstrated that
NBEC inhibit the growth of MCF-7 breast cancer cells
by inducing apoptosis. Moreover, this induction is me-

diated by endogenous p53.
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MATERIALS AND METHODS
Materials

All cell culture reagents were obtained from Bio-
Whittaker (France) except insulin which was ob-
tained from Organon (France). EGF, type XI collage-
nase, Hoechst 33258, sheep anti-mouse IgG
monoclonal antibody FITC-conjugated, trypan blue
and electrophoresis reagents were from Sigma
(U.S.A.). Mouse anti-bcl-2 and anti-p53 antibodies
were obtained from TEBU (France). Mouse anti-
p21™*" and anti-bax antibodies were purchased from
France Biochem (France). Annexin V and in situ cell
death detection kits were provided by Roche Diag-
nostics (Germany). ECL reagents were obtained from
Amersham Life Science (France). pEGFp-C1 plas-
mide containing Green Fluorescent Protein (GFP)
¢DNA was from Clontech and lipofectin reagent from
Life Technologies (France).

Cell Culture

Normal breast epithelial cell (NBEC) cultures
were established as described previously (7) from
mammoplasty material (20- to 40-year-old women)
obtained from Department of Plastic Surgery (Pro-
fessor Pellerin) of the Medical University of Lille
(France). Cells were cultured in DMEM/F12 (1/1)
medium containing 5% fetal calf serum (FCS), 10
UL/ml insulin, 5 uM cortisol, 2 ng/ml EGF, 100 ng/ml
cholera toxin, 100 pg/m! penicillin and 45 ug/ml gen-
tamicin (B1 medium). When cells approached conflu-
ence, they were placed in the same medium except
that the calcium concentration was reduced to 20
uM. In this low calcium-containing medium, re-
leased floating daughter cells were collected and re-
plated in Bl medium prior to experimentation. The
epithelial phenotype of cells so obtained was con-
trolled as described previously (7). The breast cancer
cell line MCF-7 was obtained from the American
Type Cell Culture Collection. Cells were routinely
grown in EMEM medium supplemented with 10%
FCS, 5 Ul/ml insulin, 100 Ul/ml streptomycin, 100
wg/ml penicillin and 45 pg/ml gentamicin.

Preparation of NBEC Conditioned Medium
(NBEC-CM)

NBEC were plated in 75 cm?® flasks (NUNC). When
they reached confluence, they were washed and incu-
bated in DMEM/F12 serum-free medium. Two hours
later, the serum-free medium was changed and cells
were further cultured for 24 h. The medium was then
collected and stored at —70°C prior to use.
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FIG. 1. NBEC inhibit growth of MCF-7 cells. MCF-7 cells were

treated by increasing quantities of NBEC-CM in serum-free me-
dium. After 24 h of treatment, viable cell number was determined
using trypan blue exclusion assay. The dotted line represents the
number of plated cells.

Cell Growth Assays

MCF-7 cells were plated in triplicate at a density of
40,000 cells/cm® in 35-mm dishes. Cells were allowed to
adhere overnight and then washed twice in PBS; the
culture medium was replaced with serum-free medium
for 2 h and then cells were treated with NBEC-CM for
24 h. At the end of the treatments, cells were harvested
with 0.25% trypsin and counted with an hematocytom-
eter. Cell viability was assessed by trypan blue exclu-
sion test.

Determination of Apoptotic Cells

Hoechst staining. Cells were fixed in cold methanol
(—20°C) for 10 min and washed twice with PBS before
staining with 1 ug/ml Hoechst 33258 for 10 min at
room temperature in the dark. Cells were then washed
with PBS and mounted with coverslips using glycergel.
Apoptotic cells exhibiting condensed and fragmented
nuclei were counted under an Olympus-BH2 fluores-
cent microscope.

In situ DNA fragmentation detection. Cells were
fixed with 4% paraformaldehyde at room tempera-
ture for 30 min, then permeabilized in 0.1% Triton
X-100 buffer for 2 min at 4°C. The TUNEL reaction
was performed using the Roche Diagnostic detection
Kit.

Annexin V staining. Cells were fixed with 4%
paraformaldehyde at room temperature for 30 min.
Detection of phosphatidylserine translocation was
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A

FIG. 2. Determination of MCF-7 apoptosis induced by NBEC. (A) Nuclear morphologies of apoptotic cells after Hoechst staining. a,
nonapoptotic nuclei; b and d. nuclear hypercondensation and fragmentation; ¢, pycnotic nuclei. (B) DNA laddering. Lane 1, cells treated with
25% NBEC-CM. Lane 2, cells treated with 50% NBEC-CM. Lane 3, untreated cells cultured in serum-free medium. Lane 4, untreated cells

cultured in serum-containing medium. Apoptosis is demonstrated by the formation of DNA laddering (lanes 1 and 2). MW, molecular weight
(multiples of 100 bp).

performed by annexin V staining as described in fields. A minimum of 500-1000 cells was examined for
standard assay using the Roche Diagnostic detection each case, and the results expressed as the number of

Kit. apoptotic cells as a proportion of the total number of
Apoptotic cells were counted in randomly selected cells counted.
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Cell Cycle Analysis

Cells (1 x 10°) were trypsinized and fixed in 70%
ethanol (30 min, —20°C). Cells were washed with PBS
and treated with 0.25 ug/ml RNAse A (30 min, 20°C).
Cells were then incubated with 20 ug/ml propidium
iodide (45 min, 20°C). The cell suspension was filtered
and analyzed using a Coulter Epics XL/XL-MCI cytom-
eter.

Western blots. Pre-confluent cell cultures were
washed with PBS and lysed (30 min at 4°C) in lysis
buffer (50 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NacCl, 1% NP40,
0.5% SDS, 1 mM PMSF, 1 mM orthovanadate, 1 mM
Na,P,0, 10 pg/ml aprotinin, and 10 ug/ml leupeptin).
The lysate was sonicated, boiled and clarified by cen-
trifugation (10,000g, 5 min at 4°C). The protein con-
centration of each sample was determined using a Bio-
Rad protein assay Kit. Each sample (20 ug) was then
loaded onto 5% stacking/12% running SDS polyacryl-
amide gel. Immunoblots were blocked with 5% BSA,
0.1% Tween 20 in Tris-buffered saline overnight at
4°C, then incubated with primary antibody (1:200 di-
lution, overnight at 4°C). Detection was performed us-
ing a goat anti-mouse secondary antibody (1:2000 di-
lution, 1.5 h at room temperature) and an ECL
detection system.

Transient Transfections

MCF-7 cells were transiently cotransfected with a
pL15TK plasmid containing antiserise or temperature-
sensitive p53 ¢cDNA and a pEGFp-C1 plasmid contain-
ing Green Fluorescent Protein (GFP) cDNA. The dif-
ferent p53 constructs were as previously described
(12). 2 X 10° cells were seeded into 35-mm dishes; the
following day, cells were transfected with 1 ug of the
different plasmids and- 10 ul of lipofection reagent.
Following transfection, cells were incubated in fresh
medium for 18 h at 37°C. Cells were then treated with
NBEC-CM for 16 h at 32°C or 37°C, fixed in 4% para-
formaldehyde for 20 min at 4°C and stained with Hoe-
scht for apoptosis detection as described above. A ran-
dom count of 500 GFP-positive cells was performed for
each assay.

RESULTS AND DISCUSSION

NBEC Inhibit Growth of MCF-7 Cells
by Inducing Apoptosis

MCF-7 cells were cultured in serum-free medium in
the presence of different quantities of NBEC condi-
tioned medium (NBEC-CM) for 24 h. Figure 1 shows
that NBEC-CM inhibited growth of the MCF-7 cells in
a dose-dependent manner. Inhibition of 50% was ob-
tained when cells were treated with 2.5% NBEC-CM.
In addition, the number of MCF-7 cells treated with
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FIG. 3. NBEC induce apoptosis of MCF-7 cells. (A) MCF-7 cells
were cultured in serum-free medium in the presence of different
quantities of NBEC-CM. Following 24 h of treatment, apoptosis was
determined after Hoescht staining as shown in Fig. 2. (B) Cells were
cultured in serum-free medium in the presence of 25% NBEC-CM.
Apoptotic cells were determined after different periods in culture.
The figure shows the results of a triplicate assay in one experiment,
which is representative of three independent experiments.

NBEC-CM was lower than the plated cell number,
indicating cell loss. Therefore, we assessed the effect of
NBEC on the induction of apoptosis in MCF-7 cells.
Cells were treated as above and apoptosis was deter-
mined after Hoechst 33258 and annexin V staining as
well as by the TUNEL reaction. As similar results were
obtained using these different methods for cells cul-
tured under the same conditions (data not shown),
results shown in this report were based only on
Hoechst staining. Typical apoptotic features are shown
in Fig. 2A. Apoptosis was also confirmed by the forma-
tion of DNA ladders (Fig. 2B, lanes 1 and 2). When
apoptosis was determined after 24 h incubation of
MCF-7 cells with increasing quantities of NBEC-CM,
we found that NBEC-CM induced apoptosis in a dose-
dependent manner (Fig. 3A). Moreover, when MCF-7
cells were treated with 25% NBEC-CM, a significant
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FIG. 4. Cell cycle histograms of MCF-7. MCF-7 cells were cultured in the absence or presence of 25% NBEC-CM in serum-free medium
for 24 h and then analyzed by flow cytometry as described under Materials and Methods.

increase in apoptosis was observed after 8 h of treat-
ment (Fig. 3B); this increase continued thereafter and
attained levels 4.5-fold of that of control after 24 h of
treatment.

To determine whether NBEC-CM can also modify
cell cycle progr=ssion of MCF-7 cells, we performed flux
cytom :try (Fig. 4). When cells were treated with 25%
NBEC-CM for 24 h, no modification of cell cycle was
observed. Following 48 h of treatment, the majority of
the MCF-7 cells died and disappeared, and were thus
no longer suitable for cell cycle analysis.

Induction of Apoptosis Correlates to Increased Levels
of p53, p21*"" and Decreased Levels of bcl-2

It has been long established that p53 increases the
level of p21™" (1) which induces cell arrest in the G1
phase of the cell cycle. However, it has also been re-
ported that p53-induced increase of p21**" is only as-
sociated with the induction of apoptosis, without any
change in cell cycle distribution (13). Consistent with
these later data, we did not observe any change in cell
cycle progression when MCF-7 cells were treated with
25% of NBEC-CM for 24 h in the absence of serum (Fig.
4). On the contrary, the p53 and p21**" levels in-
creased as early as 2 h after treatment and the in-
creased levels persisted over 24 h of treatment when
compared to untreated cells (Fig. 5). The becl-2 family is
known to play a major role in the regulation of apopto-
sis: increased expression of bcl-2 can protect cells from
apoptosis, while increased expression of bax can induce
apoptosis (14, 15). We observed that the level of bcl-2 in
untreated cells was initially high, but decreased with
time in serum-free medium (Fig. 5). However, only

5-7% of apoptotic cells were detected after 24 h of
serum-free culture (Fig. 3). After more prolonged
serum-free culture, all the cells died. The down-
regulated bcl-2 in untreated cells may therefore reflect
an early apoptotic event in serum-free culture. When
cells were treated with NBEC-CM, bcl-2 protein de-
creased rapidly (30 min after addition of NBEC-CM)
and markedly when compared to untreated cells (Fig.
5). In contrast, the levels of bax were not affected by
the presence or absence of NBEC-CM (Fig. 5). There-
fore, the ratio of bcl-2/bax is decreased in NBEC-CM
treated cells, favoring the formation of bax/bax
apoptosis-inducing homodimers.

Induction of Apoptosis Is Mediated by p53

Since MCF-7 cells express wild-type p53, and the
induction of apoptosis by NBEC is correlated to in-
creased p53 levels, we next determined whether
NBEC-induced apoptosis was controlled by p53.
MCF-7 cells were cotransfected with GFP ¢cDNA and
one of two p53 cDNA constructs: either antisense or a
temperature-sensitive mutant. Cells were treated with
25% NBEC-CM for 16 h at 32 or 37°C after transfec-
tion. As shown in Table 1, antisense p53 abolished
apoptotic induction by NBEC at both 32 and 37°C
when compared to the control vector; consistent with
these data, the temperature sensitive p53 mutant,
which acts as a trans-dominant negative at the non
permissive temperature (37°C), also abolished apopto-
tic induction by NBEC. These results indicate that the
induction of avoptosis by NBEC is mediated through
p53. However, this latter mutant, which acts as a wild-
type p53 at the permissive temperature (32°C), had no
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FIG. 5. Western blot analysis of p53, p21™", bcl-2, and bax in the MCF-7 cells. Pre-confluent MCF-7 cells were cultured in serum-free
medium with or without 25% NBEC-CM for different periods of time. At the end of treatments, cells were lysed and Western blots were
performed. Each experiment was repeated three times and equal protein charges were verified by Coomassie blue coloration or by Western

blotting of B-actin.

effect on apoptosis induction by NBEC when compared
to the control vector. This indicates that the endoge-
nous p53 was sufficient to mediate the induction of
apoptosis by NBEC.

In conclusion, our results demonstrate that NBEC
inhibit growth of MCF-7 breast cancer cells by induc-
ing apoptosis without any change in cell cycle progres-
sion. The induction of apoptosis is mediated by endog-
enous p53. These in vitro observations appear to
explain the more efficient control of breast cancer at
early stages of development. The mechanisms by which
p53 induces apoptosis have been intensively dissected
and multiple pathways have been identified (16). For

TABLE 1

Effect of p53 Constructs on NBEC Induced Apoptosis
in the MCF-7 Cells

32°C 37°C
Empty vector 2.7*0.3 2.5 *+0.3
Antisense p53 1.0+02 1.0+03
Temperature-sensitive p53 2.6 +0.3 1.0x04

Note. MCF-7 cells were transiently cotransfected with a
pL15TK plasmid containing antisense and temperature-sensitive
p53 ¢cDNA and a pEGFp-C1 plasmid containing GFP ¢cDNA (Clon-
tech) as described under Materials and Methods. Transfected cells
were treated with 25% NBEC-CM for 16 h at 32 or 37°C, and then
processed for apoptosis determination. Results are expressed as
the ratio of percentage of apoptosis in NBEC-CM-treated cells to
the percentage of apoptosis in untreated cells and are the mean
value of a triplicate assay which is representative of three inde-
pendent experiments.

example, p53 can induce apoptosis by regulating the
expression of numerous apoptotic regulatory genes
such as p21“"" (13), bcl-2 (3) and bax (4). Whether
p21*°™ and bcl-2 are under control of p53 and whether
p21™" and bel-2 are directly involved in the NBEC-
induced apoptosis of MCF-7 cells are not known.
Transfection experiments with p21“*’ and bcl-2 are
currently being performed to demonstrate such a
causal effect. The mechanisms of the apoptosis-
inducing effect of NBEC on breast cancer cells, from
the standpoint of both effector molecules and signal
transduction, hold promise for the understanding of
the natural paracrine tumor suppression as well as for
cancer prevention. Identification of apoptosis-inducing
factor(s) is also presently being performed in the labo-
ratory.
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Cancer development depends not only on the nature of cancerous cells themselves,
but also on the regulatory effects of various normal cells. The present study was
performed to investigate the effect of normal breast epithelial cells (NBEC) on the growth
of breast cancer cells under various conditions. We demonstrated that NBEC- conditioned
medium (NBEC-CM) inhibited growth of breast cancer cell lines in monolayer culture and
three-dimensional collagen gel culture, as well as in soft agar. In MCF-7 and T47-D cells
which have a functional P53, NBEC-CM induced apoptosis without modifying cell cycle
progression. In MDA-MB-231 and BT-20 cells that have a non-functional P53, NBEC-
CM did not induce apoptosis, although a slight G1 blocage was observed in MDA-MB-

231 cells. Transient transfections of MCF-7 and T47-D cells demonstrated that NBEC-

triggered apoptosis was mediated by endogenous P53. Moreover, pifithrin-a, which

specifically inhibits the transcriptional activity of P53, completely abolished NBEC-
induced apoptosis in both MCF-7 and T47-D cells, indicating that P53 medicted apoptosis
via its transcriptional activity. Finally, orthovanadate, a protein tyrosine phosphatase
inhibitor, completely inhibited NBEC-triggered apoptosis, indicating that NBEC-triggered
apoptosis was regulated by tyrosine phosphatases.

Key words: breast cancer; cell growth; apoptosis; normal breast epithelial cells; p53;

tyrosine phosphatases.
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INTRODUCTION

It has become clear that cancer development is controlled by important paracrine
regulation in the host microenvironment. This host regulation may be as great a
determinant of a tumor cell’s behavior in vivo as the specific oncogenic or tumor
suppressor alterations occurring within the malignant cell itself [1]. Breast cancer is one
of the most common cancers in women. However, this pathology progresses slowly,
since it has been estimated that the development of a tumor of 2 ¢cm from one tumor cell
requires 6-8 years. On the other hand, improved knowledge of mammary gland
development, especially during post-lactational involution, suggests that paracrine factors
controlling mammary tissue homeostasis may be useful for breast cancer prevention and
treatment [2,3]. We have studied normal breast epithelial cells (NBEC) from this
perspective and observed that these cells exert a considerable growth-inhibitory effect on
breast cancer cells. Moreover, this growth-inhibitory effect is specific to mammary tumor
tissue as the growth of cells from normal breast as well as other tissues are not inhibited
by NBEC-conditioned medium (NBEC-CM) [4].

The most prominent characteristic of tumors is the rapid increase in the number of
cells, resulting from an imbalance between cell proliferation and apoptosis. These two
processes are regulated by the tumor suppressor oncogene p53. The p53-dependent G1

VAR which in turn encodes the inhibitor

arrest is mediated by direct transactivation of p2
of cyclin-dependent kinases [5]. How p33 triggers apoptosis has not yet been completely
elucidated, but it seems to involve both transcription-dependent and -independent
mechanisms [6,7]. It has been reported that 15 to 60% of breast tumors contain p53
mutations [8,9]. This mutation is related to evolved and aggressive cancers [10].
Understanding how p53 triggers apoptosis is therefore central to understanding how these
tumors develop.

Apoptosis is a morphologically and biologically distinct form of cell death,

characterized by nuclear and cytoplasmic condensation and DNA fragmentation. The
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execution phase of apoptosis generally involves the activation of caspases, which are
responsible for proteolytic degradation of specific cellular substrates. In addition to
proteolytic cascade, the apoptotic signal transduction process uses phosphorylation and
dephosphorylation pathways. Phosphatidylinositol-3 kinase protects cells from apoptosis
by activating the serine-threonine kinase, Akt [11], which, in turn, phosphorylates Bad
protein. The phosphorylated Bad is then sequestered in the cytosol by 14-3-3 protein,
precluding its inhibition of Bcl-x;, [12,13]. Bcl-2 may also be activated by
phosphorylation of Ser” or inactivated by phosphorylation of other sites by JNK [14].
JNK can potentiate the ability of P53 to induce apoptosis by phosphorylating it. The
phosphorylated P53 does not associate with MDM2, leading to increased P53
transcriptional activity [15]. The role of the tyrosine phosphorylation cascade is much less
clearly understood than that of serine/threonine phosphorylation. Both receptor and
cytoplasmic tyrosine phosphatases have been reported to be involved in the regulation of
apoptosis [16-19], but the functional impact of these associated phosphatases on Fas-
mediated apoptosis is not clear [20].

In this study, we investigated the ability of NBEC to inhibit growth and induce
apoptosis in human breast cancer cell lines with different p53 statuses. We also attempted
to elucidate the contribution of different pathways in the induction of apoptosis. Our
results indicate that for breast cancer cells, which have a non functional P53, NBEC
inhibited cell growth without inducing apoptosis. On the contrary, NBEC inhibited
growth of wild-type pS53-expressing breast cancer cells by inducing apoptosis. The

induction of apoptosis is controlled by both P53 and protein tyrosine phosphatases.

MATERIALS AND METHODS

Materials. All cell culture reagents were obtained from BioWhittaker (France)

except insulin, obtained from Organon (France). EGF, type XI collagenase, Hoechst
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33258, sheep anti-mouse IgG monoclonal antibody FITC-conjugated, trypan blue, and
electrophoresis reagents were from Sigma (USA). Mouse anti-P53 antibody was obtained
from TEBU (France). Mouse anti-P21%*" antibody was purchased from France Biochem
(France). Annexin V and in situ cell death detection kits were provided by Roche
Diagnostics (Germany). ECL reagents were obtained from Amersham Life Science
(France). pEGFp-C1 plasmid containing Green Fluorescent Protein (GFP) cDNA was
from Clontech and lipofectin reagent from Life Technologies (France). pPCDNA3-p21%A*!
was a generous gift from Pr. Ducommun (CNRS UPR 9062, FRANCE) and pcDNA3-
antisense p21V*"' was from Dr. Smith (Mayo Foundation, Rochester, USA). The
different p53 constructs were as previously described [21].

Cell Culture. Normal breast epithelial cell (NBEC) and fibroblast cultures were
established as described previously [4] from mammoplasty material (20-40 year-old
women) obtained from the Department of Plastic Surgery (Prof. Pellerin) at the Medical
University of Lille (France). NBEC were cultured in DME/F12 (1/1) medium containing
5% fetal calf serum (FCS), 10 Ul/ml insulin}, 5 uM cortisol, 2 ng/ml EGF, 100 ng/ml
cholera toxin, 100 Ul/ml streptomycin, and 100 pg/ml penicillin (B1 medium). Normal
fibroblasts were cultured in B1 medium without cholera toxin. The epithelial and
fibroblastic phenotypes of cells were controlled as described previously [4]. Breast cancer
cell lines MCF-7, T47-D, BT-20, MDA-MB-231 were obtained from the American Type
Cell Culture Collection. They were routinely grown in EMEM supplemented with 5%

FCS, 5 Ul/ml insulin, 100 UI/ml streptomycin, and 100 pg/ml penicillin.

Preparation of conditioned medium. NBEC and fibroblasts were plated in 75 cm2
flasks (NUNC). When they reached confluence, they were washed and incubated in basal
DME/F12 medium (without serum, insulin, cortisol, EGF, or cholera toxin). Two hours
later, the basal DME/F12 medium was changed and cells were further cultured for 24 h.

The medium was then collected and stored at -70°C prior to use.
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Cell Growth assays in monolayer culture. Breast cancer cells were plated in
triplicate at a density of 40,000 cells/cm” in 35-mm dishes. Cells were allowed to adhere
overnight and then washed twice in PBS. The culture medium was replaced with basal
EMEM (without serum or insulin) for 2 h, then cells were cultured in basal EMEM in the
presence of 50% NBEC-CM. At the end of the treatments, cells were harvested with
0.25% trypsin and counted with an hematocytometer. Cell viability was assessed by
trypan blue exclusion test.

Cell Growth assays in three dimensional culture in type I collagen gel. Collagen
gel was prepared as described previously by Fauquette et al [22]. Briefly, 8 volumes of 2

mg/ml collagen solution were mixed with 1 volume of EMEM 10X and 1 volume of 22.2

g/L sodium bicarbonate. A volume of 500 pl fresh medium containing 2 x 10° breast

cancer cells was dispensed in 16 mm wells. After gel formation, 500 pul of fresh medium

containing NBEC-CM were added and changed everv other day. The final serum
concentration was 3% in the culture medium and the final NBEC-CM dilution was 25%.
Cells were cultured for 5 days. At the end of the experiment, collagen gel was digested by
500 units/ml of type XI collagenase and the number of cells was determined by
hematocytometer count.

Cell Growth assays in anchorage-independent growth in soft agar. Breast cancer
cells were seeded at a density of 5,000 cells/cm®. The bottom layer was prepared with
EMEM containing 10% FCS and 0.56% Bacto agar. Cells were seeded over the bottom
layer in triplicate in EMEM supplemented with 3% FCS containing 0.37% Bacto agar.
NBEC-CM was added at a final concentration of 25% and the culture medium was
changed every other day. Cells were allowed to grow for 7-10 days before colonies of at
least 20 cells were counted.

Cell cycle analysis. Breast cancer cells were treated with 50% NBEC-CM in basal

EMEM for 24 h or 48 h. Cells (1 x10°) were trypsinized and fixed in 70% ethanol (30
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min, -20°C). Cells were washed with PBS and treated with 0.25 pg/ml RNAse A (30 mn,

20°C), then incubated with 20 pg/ml propidium iodide (45 min, 20°C). The cell

suspension was filtered and analyzed using a Coulter Epics XL/XL-MCl cytometer.

Determination of apoptotic cells by Hoechst staining. Breast cancer cells were
plated at a density of 40,000 cells/cm? in 35-mm dishes, and treated with 50% NBEC-CM
in basal EMEM for 24 h. Cells were fixed in cold methanol (-20°C) for 10 min and
washed twice with PBS before staining with 1 pg/ml Hoechst 33258 for 10 min at room
temperature in the dark. Cells were then washed with PBS and mounted with coverslips
using glycergel. Apoptotic cells exhibiting condensed, fragmented nuclei were counted
under an Olympus-BH2 fluorescent microscope. Apoptotic cells were counted in
randomly selected fields. A minimum of 500-1000 cells was examined for each case, and
the results expressed as the number of apoptotic cells over the total number »of cells
counted.

Co-culture experiments. Co-culture experiments were performed as follows: 35-
mm dishes containing 3 round slides were coated with 0.5 mg/ml rat-tail collagen. Breast
cancer cells were plated in these dishes at a density of 40,000 cells/cm®. In parallel,
normal and cancer cells were plated in 35-mm dishes without slides at a density of 20,000
cells/cm®. Cells were allowed to adhere overnight and slides were transferred to dishes
without slides. They were co-cultured in basal EMEM for 24 h or 48 h. Cells were fixed
in ice-cold methanol (-20°C) for 10 min and washed twice with PBS before staining with
1 ug/ml Hoechst 33258 for 10 min at room temperature in the dark. Cells were then
washed with PBS and mounted with coverslips using glycergel. Apoptosis was
determined as described above.

Western blots. Pre-confluent cell cultures were washed with PBS and lysed (30
min at 4°C) in lysis buffer (50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% NP40, 0.5 % SDS, 1
mM PMSF, 1 mM orthovanadate, 1 mM NagP207, 10 pg/ml aprotinin, and 10 pg/ml
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leupeptin). The lysate was sonicated, boiled and clarified by centrifugation (10,000 g, 5
min at 4°C). The protein concentration of each sample was determined using a Biorad
protein assay Kit. Each sample (20 pg) was then loaded onto 5% stacking/12 % running
SDS polyacrylamide gel. Immunoblots were blocked with 5 % BSA, 0.1 % Tween 20 in
Tris-buffered saline overnight at 4°C, then incubated with primary antibody (1: 200
dilution, overnight at 4°C). Detection was performed using a goat anti-mouse secondary
antibody (1: 2000 dilution, 1.5 h at room temperature) and an ECL detection system
(Amersham).

Transient transfections. Breast cancer cells were transiently co-transfected with a

pEGFp-C1 plasmid containing Green Fluorescent Protein (GFP) ¢cDNA (Clontech) and
several plasmids of interest. Briefly, 2 x 10° cells were seeded into 35-mm dishes and the

following day, cells were transfected with 0.5 pg GFP-plasmid, 0.5 pg plasmid of

interest, and 10 pl transfection reagent lipofectine in 1 ml serum-free Opti-MEM (Life
Technologies, Inc.). After transfection, cells were treated with 50% NBEC-CM in basal
EMEM for 24 h. Cells were then fixed in 4% paraformaldehyde for 20 min at 4°C and
stained with Hoechst for apoptosis detection. A random count of 500 GFP-positive cells
was performed for each assay. In all experiments, about 20-30% of cells were transfected
as judged by the percentage of GFP-positive cells.

Statistical analysis. Statistical significance was measured by Student’s paired ¢

test. P for each data set is shown in the legend.
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RESULTS

Effect of NBEC-CM on the growth of breast cancer cells

We previously demonstrated that NBEC-CM inhibited growth of MCF-7 breast
cancer cell line in a dose-dependent manner [23]. To test whether the growth inhibitory
effect of NBEC-CM is a general phenomenon, we treated different breast cancer cell lines
with 50% NBEC-CM under various culture conditions. In monolayer culture, cell growth
was inhibited after 24 h of treatment for all the cell lines studied (Fig. 1A), except MDA-
MB-231 cells. In gel collagen I culture, inhibition of cell growth was also observed after
5 days of treatment for all the cell lines tested (Fig. 1B). In soft agar culture, colony
formation was reduced by NBEC-CM in all the cell lines tested (Fig. 1C). In addition to
decreasing the number of colonies (Fig. 1C), NBEC-CM also reduced their size and

changed their appearance (Fig. 1D).

Effects of NBEC-CM on the cell cycle of breast cancer cells

MCF-7, T47-D, and MDA-MB-231 cells were analyzed by flow cytometry. BT-
20 cells were not used due to technical difficulties. When cells were treated with 50%
NBEC-CM for 24 h in basal EMEM, no modification was observed in the cell cycle.
Following 48 h treatment, the majority of the MCF-7 and T47-D cells died and
disappeared, and were thus no longer suitable for cell cycle analysis. A slight increase
was observed in the G1 phase in MDA-MB-231 cells, accompanied by a decrease in the S
phase (Table 1). In these conditions, growth of MDA-MB-231 cells was inhibited to

80%, compared to control (data not shown).
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Effects of NBEC-CM on the apoptosis induction of breast cancer cells

To determine the potential of NBEC to induce apoptosis in breast cancer cells,
cells were cultured in basal EMEM in the presence of 50% NBEC-CM for 24 h. As
shown in Fig. 2, NBEC-CM induced apoptosis in MCF-7 and T47-D cells, with a 6-7
fold increase in apoptosis compared to untreated cells. In contrast, MDA-MB-231 and
BT-20 cells were resistant to NBEC-CM-induced apdptosis, exhibiting background levels

of 5% apoptosis.

Effect of NBEC and fibroblasts on apoptosis induction in breast cancer cells in co-

culture.

When co-cultured with a ratio of 1 normal cell for 2 cancer cells, NBEC induced
about 3-fold apoptosis of MCF-7 cells, but had no effect on the apoptosis of MDA-MB-
231 cells (Fig. 3). Neither normal breast fibroblasts (fig.3) nor MRC-5 (hot shown)

induced apoptosis in breast cancer cells (Fig. 3).
Effect of NBEC-CM on the expression of P53 and P21"in MCF-7 and T47D

Since MCF-7 and T47D cells express functional P53, we then analyzed whether
levels of P53 and P21%*™ were modified when these cells were induced into apoptosis by

NBEC-CM. As shown in Fig. 4, after 12 h of treatment with 50% NBEC-CM, the levels
of both P53 and P21%4" increased in MCFE-7 and T47-D cells.
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Effect of P53 in NBEC-CM-triggered apoptosis

In order to determine whether NBEC-triggered apoptosis was controlled by P53,
we co-transfected MCF-7 and T47-D cells with GFP ¢cDNA and one of two p53 ¢cDNA
constructs: wild-type or antisense. Cells were treated with 50% NBEC-CM for 24 h after
transfection. As shown in Fig. 5, transfection of these cells with wild-type p53 had no
effect on NBEC-triggered apoptosis, compared to the control vector, suggesting that
endogenous p53 was sufficient to induce apoptosis. However, antisense p53 abolished
apoptotic induction by NBEC in both MCF-7 and T47-D cells, compared to the control

vector. To further verify the implication of P53 in NBEC-triggered apoptosis, we treated

MCF-7 and T47-D cells with pifithrin-o, which specifically inhibits the transcriptional

activity of P53 [24]. As shown in Fig. 6, 20 uM of pifithrin-o alone had no effect on the

basal apoptosis of MCF-7 and T47-D, but it completely abolished NBEC-induced

apoptosis in these cells.

Effect of p2 1" on NBEC-CM-triggered apoptosis

As NBEC-triggered apoptosis is correlated to increased P21V levels in MCF-7
and T47-D (Fig. 4) and p21™" is one of the P53-responsive genes, we then determined
whether NBEC-triggered apoptosis was also controlled by P21V*f!. MCF-7 and T-47D
cells were transiently co-transfected with GFP c¢DNA and one of two p21 cDNA
constructs: wild-type or antisense. Cells were treated with 50% NBEC-CM for 24 h after
transfection. As shown in Fig. 7, neither wild-type nor antisense p21VF' modified

NBEC-triggered apoptosis in these cells, compared to the control vector.

Effects of protein phosphorylation on NBEC-trigered apoptosis
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MCEF-7 and T47-D cells were treated with 50% NBEC-CM in the presence of

orthovanadate (1 tM) and genistein (10 pM) for 24 h. Orthovanadate, a protein tyrosine

phosphatase inhibitor, completely suppressed NBEC-triggered apoptosis, suggesting that
protein tyrosine phophatases may be essential for apoptosis induction (Fig. 8A).
Furthermore, the protein tyrosine kinase inhibitor, genistein, potentiated NBEC-induced
apoptosis, confirming that protein dephosphorylation was necessary for NBEC-triggered

apoptosis (Fig. 8B).

DISCUSSION

Tumor development depends not only on the nature of the tumor cells themselves
but also on the modifying effects of normal host cells. While fibroblasts and endothelial
cells are believed to favor tumor development [1], normal myoepithelial cells and
epithelial cells have been shown to exert a tumor suppressor effect [4, 23-26]. In previous
studies, we demonstrated that normal breast epithelial cells (NBEC) inhibited growth of
breast cancer cells in monolayer culture and induced apoptosis in MCF-7 breast cancer
cells [4, 23]. In this study, we examined the effects of NBEC on the growth of breast
cancer cells in monolayer culture, three-dimensional collagen gel culture, and soft agar
culture. Three-dimensional collagen gel culture is closer to the in vivo situation than
monolayer culture, and anchorage-independent growth in soft agar has been used
extensively in clinical and experimental oncology as an in vitro indicator of malignancy.
We observed that growth of breast cancer cells was inhibited by NBEC conditioned
medium (NBEC-CM) under these culture conditions. Similary conditioned media of
normal breast fibroblasts and MRC-5 fibroblasts had no effect on breast cancer cell

growth, indicating that the growth inhibitory effect was specific to NBEC. However,
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variations were observed in NBEC-induced growth inhibition, depending on the culture
conditions as well as the breast cancer cell lines tested. Indeed, although all cell lines
analyzed were similarly growth-inhibited in three-dimensional collagen gel culture and
soft agar, the growth of MDA-MB-231 cells in monolayer culture was reduced less by
NBEC-CM, compared to other cell lines (Fig.1, 3). MDA-MB-231 cells are a more
malignant phenotype in terms of autocrine growth factor production [28] and constitutive
activation of signaling pathways for survival factors [29]. Moreover, in MDA-MB-231
and BT-20 cells, which have a mutant, non-functional P53 [30] NBEC inhibited cell
growth without inducing apoptosis (Fig. 1-3), indicating that the growth inhibitory effect
was not mediated by P53. For MCF-7 and T47-D cells, which have a functional P53
[30], NBEC inhibited cell growth by inducing apoptosis without any change in cell cycle

(Fig. 1-3 and Table 1), suggesting that P53 may be involved in NBEC-triggered

apoptosis. Indeed, pifithrin-o, which specifically inhibits the transcriptional activity of

P53 [24], inhibited NBEC-triggered apoptosis. Moreover, the fact that transfection of
MCF-7 and T47-D cells with wild-type p53 did not modify NBEC-triggered apoptosis,
whereas antisense p53 inhibited it, demonstrates that a relatively low level of endogenous
P53 was sufficient to induce apoptosis. The mechanisms of p53 mediated apoptosis have
been intensively dissected and multiple pathways have been identified [6, 7]. For
example, P53 is capable of inducing apoptosis by regulating the expression of numerous
apoptotic regulatory genes such as bel-2, bax, Fas and p21¥4™ {6, 7]. We observed that
NBEC-triggered apoptosis in MCF-7 and T47-D cells was accompanied by increased
levels of P53, P21V*"!, However, transient transfection of these cells with wild-type and
antisense p21V*F! did not modify NBEC-triggered apoptosis, suggesting that p21%VA!
was not involved in this mechanism. We have not examined the expression of all P53-
responsive genes known to regulate apoptosis. It is certainly possible that these genes

may be expressed and may act alone or in concert to regulate NBEC-triggered apoptosis.
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On the other hand, phosphorylation of signal transduction proteins is also
important in the regulation of apoptosis. Yang et al. [31] reported that apoptosis of
endothelial cells following removal of growth factors was associated with
dephosphorylation of tyrosine residues at the cell periphery. The dephosphorylation of
total cellular protein that accompanies apoptosis can be blocked by orthovanadate [32].
Orthovanadate has also been found to block DNA fragmentation induced by a homologue
of etoposide [33], and prevents apoptosis of endothelial cells induced by TNF-alpha [34].
Several protein tyrosine phosphatases have been reported to control apoptosis. FAP-1 is a
cytoplasmic phosphatase which inhibits Fas-mediated apoptosis [35-37]. Although the

mechanism has not been completely elucidated, it has recently been reported that FAP-1

can dephophorylates IxBa [17, 19]. This raises the possibility that FAP-1 suppresses

apoptosis through NF-xB activation. Overexpression of the transmembrane tyrosine

phosphatase LAR directly activates the caspase pathway and induces P53-independent
apoptosis without any modification in the cell cycle [38]. Recently, Radha et al. reported
that non-receptor type protein tyrosine phosphatase, PTP-S2, induces P53-dependent
apoptosis, but how this tyrosine phosphatase regulates P53 is not known [18]. In this
study, we demonstrated that NBEC-triggered apoptosis was completely inhibited by the
tyrosine phosphatase inhibitor, orthovanadate, indicating that tyrosine phosphatase
activity is crucial for NBEC-triggered apoptosis. Since FAP-1 inhibits apoptosis, it can be
excluded from NBEC-CM induced apoptosis. It will, therefore, be important to identify
the phosphatase and determine whether it controls P53 activity.

In conclusion, our results indicate that NBEC inhibited growth of all breast cancer
cell lines analyzed. The growth inhibition of breast cancer cells with functional P53 was
due to the induction of apoptosis, while more malignant cells with non-functional P53

were only induced into cell cycle arrest. Moreover, NBEC-triggered apoptosis was under
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the control of P53 transcriptional activity, and was mediated by protein tyrosine

phosphatase.
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Table 1. Cell cycle distribution of breast cancer cells treated with NBEC-CM.

% of GO/G1 % of S % of G2/M
- + - + - +
MCEF-7 64.8 60.3 22.7 22.8 12.4 16.8
(24 h) (52-72) (59-61) (17-30) (21-24) (7-17) (16-18)
T47-D 70.8 72.3 14.3 15.8 13 9.6
(24h) (69-73) (69-78) 12-17) (12-21) (10-16) (5-14)
MDA-MB-231 70.2 85 20.7 11.2 9.2 6.4
(48h) (69-71) (81-93) (20-21) (11-13) (9-10) (5-8)

Breast cancer cells were treated with 50% NBEC-CM in basal EMEM for 24 h or 48 h,

then analyzed by flow cytometry, as described in Materials and Methods. Results are

mean value (mini-maxi) of a triplicate assay in one experiment, representative of three

independent experiments. -, without NBEC-CM; +, 50% NBEC-CM.
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Figure 1A: Effect of NBEC-CM on the growth of breast cancer cell lines in monolayer
culture. Cells were treated with 50% NBEC-CM as described in Materials and Methods.
Monolayer culture was performed in basal EMEM for 24 h. The figure shows the results of a
triplicate assay in one experiment, representative of three independent experiments. *,
p<0.01.
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Figure 1B: Effect of NBEC-CM on the growth of breast cancer cell lines in three-
dimensional gel collagen. Cells were treated with 50% NBEC-CM as described in Materials
and Methods. Three-dimensional gel collagen culture was performed for 5 days. The figure
shows the results of a triplicate assay in one experiment, representative of three independent
experiments. *, p<0.01.
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Figure 1C: Effect of NBEC-CM on the growth of breast cancer cell lines in soft agar. Cells
were treated with 50% NBEC-CM as described in Materials and Methods. Soft agar culture
was performed for 7-13 days. The figure shows the results of a triplicate assay in one
experiment, representative of three independent experiments. *, p<0.01.
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Figure 1D: Illustration of colony formation in soft agar culture (MCF-7 cells after 10 days
of culture).
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Figure 2: Effect of NBEC-CM on apoptosis induction. Breast cancer cells were cultured in
basal EMEM and treated with 50% NBEC-CM for 24 h. Apoptosis was determined after

Hoechst staining. The figure shows the results of a triplicate assay in one experiment,
representative of three independent experiments. *, p<0.01.
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Figure 3: Effect of NBEC and fibroblasts on apoptosis induction in breast cancer cells in
co-culture. Normal and breast cancer cells were co-cultured at a density of 1 normal cell
for 2 cancer cells, as described in Materials and Methods. Apoptosis was determined
after Hoechst staining. The figure shows the results of a triplicate assay in one
experiment, representative of four independent experiments. *, p<0.01.
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Figure 4: Western blot analysis of P53, P21WA! Pre-confluent MCF-7 and T47-D cells were
treated with 50% NBEC-CM in basal EMEM for 12 h. At the end of treatment, cells were
lysed and Western blots were performed as described in Materials and Methods. The loading
and transfer of equal amounts of protein were confirmed by staining the membranes with Red

Ponceau.
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Figure 5. Effect of NBEC-CM on apoptosis induction in p53-transfected cells. MCF-7 and
T47-D cells were transiently co-transfected with a pL15TK plasmid containing wild-type
(wt) or antisense (as) p53 cDNA and a pEGFp-Cl plasmid containing GFP cDNA
(Clontech). Transfected cells were treated with 50% NBEC-CM for 24 h, then processed for
apoptosis determination as described in Materials and Methods. The figure shows the

results of a triplicate assay in one experiment, representative of three independent
experiments. *, p<0.01.
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Figure 6: Effect of pifithrin-a on NBEC-triggered apoptosis. MCF-7 and T47-D cells were
treated with 50% NBEC-CM in the presence or absence of 20 pg/ml pifithrin-a for 24 h.
Apoptosis was determined after Hoechst staining. The figure shows the results of a

triplicate assay in one experiment, representative of three independent experiments. *,
p<0.01.
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Figure 7: Effect of P21WAF! on NBEC-CM-triggered apoptosis. MCF-7 and T47-D cells were
transiently co-transfected with a pCDNA3 plasmid containing wild-type (wt) or antisense (as)
p21WAFl ¢DNA and a pEGFp-C1 plasmid containing GFP ¢cDNA (Clontech). Transfected cells
were treated with 50% NBEC-CM for 24 h, then processed for apoptosis determination as
described in Materials and Methods. The figure shows the results of a triplicate assay in one
experiment, representative of three independent experiments. *, p<0.01.
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Figure 8: Effects of orthovanadate and genistein on NBEC-triggered apoptosis. MCF-7
and T47-D cells were cultured in basal EMEM and treated with 50% NBEC-CM in the
presence or absence of 1 uM orthovanadate (A) and 10 pM genistein (B) for 24 h.
Apoptosis was determined after Hoechst staining. Data shown are representative of 3
separate experiments. Each bar represents the mean +/- SD in a triplicate assay. *,
p<0.01.
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Nous avons démontré que les lignées MCF-7 et T47-D représentant des stades précoces du
développement tumoral sont induites en apoptose par les CEMN. Au contraire, la lignée
MDA-MB-231, qui représente un stade plus avancé du développement tumoral, est résistante
a l’action apoptogéne des CEMN. Nous nous sommes donc intéressés aux événements
intracellulaires conduisant a la mort ou a la résistance a 1’apoptose induite par les CEMN. Par
analyses en Western blots et utilisation d’anticorps neutralisants, nous avons démontré que les
CEMN induisent ’apoptose des cellules MCF-7 en augmentant I’expression de Fas
membranaire. Dans les MDA-MB-231, Il'inhibition de la PI3 kinase ou de NF-kB par des
inhibiteurs pharmacologiques spécifiques ou par transfections transitoires restaure la
sensibilité de ces cellules a 1'action apoptogéne des CEMN. De plus, nous avons montré que
I'activation constitutive de NF-xB est sous controle de la PI3 kinase. Lorsque NF-xB est
inhibé, l'apoptose induite par les CEMN est abolie par un anticorps neutralisant anti-Fas,
suggérant que les CEMN induisent 'apoptose des cellules MDA-MB-231 via Fas.

L'ensemble de nos résultats montre que les CEMN peuvent induire I’apoptose des lignées
cancéreuses de sein via I’expression de Fas a la surface cellulaire. Les cellules MDA-MB-231

échappent a ce contrdle par une suractivation de la PI3 kinase et de NF-kB (article 4).
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Article 4 :

“Normal breast epithelial cells induce apoptosis of breast cancer cells via Fas/Fas L

pathways”

Cet article est soumis a publication dans la revue "Experimental Cell Research".
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Abstract

Fas/Fas ligand (Fas L) death pathway is an important mediator of apoptosis. Deregulation
of Fas pathway is reported to be involved in the immune escape of breast cancer and their resistance
to anti-cancer drugs. In this study, we demonstrated that conditioned medium by normal breast
epithelial cells (NBEC-CM) induced apoptosis of MCF-7 Fas-sensitive cells, but had no effect on
MDA-MB-231 Fas-resistant cells. Inhibition of PI3 kinase or NF-kB by specific inhibitors or
transient transfections restored the sensitivity of MDA-MB-231 cells to NBEC-induced apoptosis.
Moreover, the constitutive activation of NF-kB was controlled by PI3 kinase, since inhibition of
PI3 kinase reduced NF-kB activity. Inducible activation of NF-kB rendered MCF-7 cells resistant
to NBEC-CM-induced apoptosis. In addition, we showed that Fas neutralizing antibody abolished
NBEC-triggered apoptosis and that the increase of membrane Fas and Fas L was associated with
NBEC-CM induced apoptosis. Taken together, these data show that NBEC induced apoptosis in
breast cancer cells via Fas signalling. The constitutive activation of PI3 kinase and NF-xB in
advanced MDA-MB-231 breast cancer cells rendered them resistant to NBEC-triggered époptosis.
These in vitro findings may be significant in explaining why breast cancer is more efficiently
controlled in the early stages of tumor development.

advanced

Key words: breast cancer, apoptosis, Fas/Fas ligand, PI3 kinase, NF-kB.
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Introduction

Apoptosis is essential for normal development, differentiation, and tissue homeostasis [1].
Deregulation of apoptosis may result in inappropriate cell survival and promote tumour
development [2].

Many initial stimuli controlling apoptosis have been identified and the best characterized is
the Fas/TNF receptor family [3, 4]. Fas may be expressed on the surface of many cell types,
including breast [5-7]. Activation of Fas by its ligand or a cross-linking antibody results in the
oligomerization of its intracellular death domain and the recruitment of FADD (MORTI1). Once
bound, FADD is able to activate pro-caspases-8 and -10 in a death inducing signalling complex
(DISC). In turn, caspases-8 and -10 activate downstream caspases, resulting in apoptotic cell death
[8].

It has been recently reported that Fas is implicated in the induction of apoptosis during
mammary gland involution [9]. befects in the Fas/Fas L apoptotic signaling pathway provide a
survival advantage to cancer cells and may be implicated in tumorigenesis. Indeed, expression of
Fas L by breast cancer cells is associated with the loss of Fas expression, thus eliminating the
possibility of self-induced apoptosis. Moreover, Fas L-expressing tumour cells may be capable of
avoiding host T cell-mediated immune control by eliminating activated anti-tumour T cells [10, 11].
Significantly, constitutive down-regulation of Fas is involved in drug resistance [12] and associated
with a poor prognosis in breast cancer [13].

Resistance to TNF-receptor family-induced apoptosis may also result from an enhancement
of survival pathways including NF-xB and PI3 kinase. NF-xB is a heterodimer of members of
Rel/NF-kB protein family. In resting cells, NF-kB is sequestered in the cytoplasmic compartment
by complexion with IxB inhibitory proteins. Upon stimulation, IkB is degraded and NF-kB is
translocated to the cell nucleus to modulate target genes involved in various physiological processes
including prevention of apoptosis [14, 15]. Moreover, constitutive activation of NF-kB has been

shown to be implicated in breast cancer progression but the mechanism has not yet been elucidated
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[16-18]. PI3 kinase activation leads to the production of phosphorylated PIP3, which acts as
second messenger for several targets including serine threonine kinase Akt [19]. Akt prevents
apoptosis by inactivating pro-apoptotic mediators such as Bad and caspase 9 and activating the NF-
KB survival pathway [19-21]. In many cancer cells, PI3 kinase is constitutively activated by either
mutation [22] or activation of growth factor receptors [23-25], which promotes the survival of
cancer cells [26].

However, cancer development depends not only on cancer cells themselves, but also on the
regulatory effects of neighboring normal cells such as fibroblasts, endothelial cells, and epithelial
cells. This host regulation may be as great a determinant of a tumour cell’s behavior in vivo as the
specific oncogenic or tumour-suppressor alterations occurring within the malignant cell itself {27].
While fibroblasts and endothelial cells are believed to favor tumour development [27], normal
breast myoepithelial cells and epithelial cells have been shown to exert an inhibitory effect on breast
cancer cells [28-32]. In addition, improved knowledge of mammary gland development, especially
during post-lactational involution, suggests that paracrine factors controlling mammary tissue
homeostasis may be useful in breast cancer prevention and treatment [33]. In previous studies, we
demonstrated that normal breast epithelial cells (NBEC) inhibited the growth of breast cancer cells,
especially hormone-sensitive cells such as MCF-7 and ZR-75 [29]. Moreover, the growth
inhibition of MCF-7 cells is due to an induction of apoptosis [34].

In this study, we determined the mechanism by which NBEC induce apoptosis in breast cancer
cells. We also attempted to elucidate why more developed breast cancer cells are resistant to NBEC-

induced apoptosis.

Materials and Methods

Chemicals. All cell culture reagents were obtained from BioWhittaker (France) except
insulin, which was obtained from Organon (France). Hoechst 33258 and electrophoresis reagents

were from Sigma (USA). Caspase inhibitors, Fas neutralizing and agonist antibodies were from
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R&D Systems (UK). Anti-Fas and -Fas L antibodies for Western blots were from Santa Cruz
Biotechnology (USA). LY294002, wortmannin and SN-50 were obtained from Biomol Research
Laboratories (USA). NF-xB luciferase expression vector was purchased from Stratagene (USA).
The inducible reporter vector contains the luciferase reporter gene driven by a basic promoter
element (TATA box) plus a defined inducible cis-enhancer element constituted from 5 binding sites
for NF-xB repeats. The dominant negative IkB (a) expression vector (pCDNA3) containing a Ser
to Ala substitution at residues 32 and 36 (IxBm) was obtained from Dr. Jean Feuillard (Service
d’Hématologie Biologique, Hopital Avicenne, Bobigny, France). The irreversible binding of IxBm
to NF-xB inhibits NF-kB activation. The dominant negative pSR(o)-A p85 vector was a gift from
Dr. Kasuga [35]; in this vector, 35 amino acids were deleted in p85 protein and replaced by Ser-
Arg; this mutant is unable to interact with p110. The dominant negative pCMV-p110 A kin was a
gift from Dr. Williams [36]; this vector encodes a chimera that contains the iSH2 domain of p85
fused to the NH2 terminus of p110 by means of a flexible glycine-linker; in addition, the ATP
binding site is mutated. The pCMYV expression vector containing p65 rel-A NF-xB subunit was a
generous gift from Dr. Crepieux (Mc Gill University, Montréal, Canada).

Cell culture. Normal breast epithelial cell (NBEC) cultures were established as described
previously [29] from mammoplasty material (18-30 year-old women) obtained from the department
of Plastic Surgery (Pr. Pellerin) at the Medical University of Lille (France). Cells were cultured in
DMEM/F12 (1/1) medium containing 5% fetal calf serum (FCS), 10 pg/ml insulin, 5 pg cortisol, 2
ng/ml EGF, 100 ng/ml cholera toxin, 100 Ul/ml streptomycin, 100 pg/ml penicillin and 45 pg/ml
gentamicin (B1 medium). When cells approached confluence, they were placed in the same medium
except that the calcium concentration was reduced to 20 UM. In this low-calcium medium, released
floating daughter cells were collected and replated in B1 medium prior to experiments. The
epithelial phenotype of cells was controlled as described previously {29]. Breast cancer cell lines
MCF-7, MDA-MB-231 were routinely grown in EMEM medium supplemented with 10% FCS, 5
pg/ml insulin, 100 Ul/ml streptomycin, 100 pg/ml penicillin and 45 pg/ml gentamicin. For

experiments, cells were cultured in basal DME/F12 medium.
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Preparation of NBEC conditioned medium (NBEC-CM). NBEC were plated in
75 cm2 flasks (NUNC). When they reached confluence, they were washed and incubated in basal
DME/F12 medium (without serum, insulin, cortisol, EGF, or cholera toxin). Two hours later, the
basal DME/F12 medium was changed and cells were further cultured for 24 h. The medium was
then collected and stored at -70°C prior to use.

Determination of apoptotic cells. Breast cancer cells were seeded in 35-mm dishes
(NUNCO). After treatment, cells were fixed in ice-cold methanol for 10 min and washed twice with
PBS before staining with 1 ug/ml Hoechst 33258 for 30 min at room temperature in the dark. Cells
were then washed with PBS and mounted with coverslips using glycergel (Dako, France).
Apoptotic cells exhibiting condensed and fragmented nuclei were counted under an Olympus-BH2
fluorescent microscope. A minimum of 500-1000 cells in randomly selected fields was examined,
and the results expressed as the number of apoptotic cells over the total number of cells counted.

Subcellular fractionation. Pre-confluent cells were washed twice with PBS and
collected in 1 ml of extraction buffer (50 mM HEPES pH 7.0, 50 mM KCI, 5mM MgCl,, 5§ mM
EGTA, 10 pg/ml leupeptin, I mM PMSF). Cells were lysed by 5 cycles of freezing in liquid
nitrogen and thawing at 37°C. The crude lysate was centrifuged (100, 000 g, 1 h at 4°C) and the
resulting supernatant was separated from the pellet. The pellet (membrane and organelles) was
resuspended in 1 ml of extraction buffer and the supernatant (cytosol) was concentrated through a 3
kDa molecular weight cut-off amicon membrane.

Western blots. Pre-confluent cell cultures were washed with PBS and lysed for 30 min
at 4°C in lysis buffer (50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% NP40, 0.1% SDS, 1 mM PMSF, 1
mM orthovanadate, 1 mM NasP,0;, 10 pg/ml aprotinin, and 10 pg/ml leupeptin). The lysate was
sonicated, boiled, and clarified by centrifugation (13, 000 g, 5 min at 4°C). The protein
concentration of each sample was determined using a Biorad protein assay kit. Each sample (25 ug)
was then loaded onto 5% stacking/12% running SDS polyacrylamide gel. Immunoblots were

incubated with primary antibody (1: 1000 dilution, overnight at 4°C). Detection was performed
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using a goat anti-mouse secondary antibody (1: 2000 dilution, 1.5 h at room temperature) and an
ECL detection system (Amersham).

Transient transfections. MCF-7 and MDA-MB-231 cells were transiently co-transfected
with a pEGFp-Cl1 plasmid containing Green Fluorescent Protein (GFP) ¢cDNA (Clontech) and
different plasmids of interest. Briefly, 2 x 10° cells were seeded into 35-mm dishes and the
following day, cells were transfected with 0.5 ug GFP-plasmid, 0.5 pg plasmid of interest and 10
ul transfection reagent (lipofectamine for MDA-MB-231 cells, and lipofectine for MCF-7 cells) in 1
ml Opti-MEM (Life Technologies, Inc.). After 6 h, cells were cultured for a further 18 h in FCS-
containing medium and treated with NBEC-CM in basal DMEM/F12 medium for an additional 24
h. Cells were then fixed in 4% paraformaldehyde for 20 min at 4°C and stained with Hoechst for
apoptosis detection. A random count of 500 GFP-positive cells was performed for each assay.

NF-xB luciferase activity assay. Cells were transiently cotransfected with 0.1 pg of
reporter plasmid and 0.5 pg plasmid of interest as described above. After transfection and treatment
with NBEC-CM, cells were lysed in 100 pl of reporter lysis buffer (Promega, Madison, WI,
USA). Prior to luciferase activity assays, total proteins were determined by Biorad assay.
Luciferase activity was measured according to the manufacturers (Promega, Madison, WI, USA)
by a lumat LB 9501 (Berthold).

Statistical Analysis. Statistical significance was measured by student’s paired t test. P

for each data set is shown in the legend.

Results

NBEC induce apoptosis in MCF-7 but not in MDA-MB-231 cells. To
determine the potential of NBEC to induce apoptosis in MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer
cells, cells were cultured in basal DMEM/F12 medium in the presence of different dilutions of
NBEC-conditioned medium (NBEC-CM). As shown in Fig. 1, NBEC-CM induced apoptosis in

MCEF-7 cells in a dose-dependent manner, with a significant increase of apoptosis at 2.5% dilution
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of NBEC-CM and a 4.5-fold increase of apoptosis at 50% dilution of NBEC-CM. In contrast,
MDA-MB-231 cells were resistant to NBEC-CM-induced apoptosis, exhibiting background levels

of 5% apoptosis (data not shown).

NF-kB renders breast cancer cells resistant to NBEC-induced apoptosis.
NF-kB exerts its survival function by activating several anti-apoptotic target genes such as IAPs
and Bcl-2 family [37]. NF-xB has been previously reported to be constitutively activated in MDA-
MB-231 cells [16]. To test whether constitutive NF-kB activity in MDA-MB-231 cells could confer
resistance to NBEC-induced apoptosis, cells were treated with the NF-xB cell permeable inhibitor
SN-50 to reduce NF-kB constitutive activity. The efficiency of SN-50 as an inhibitor of NF-kB
was confirmed by electrophoretic mobility shift assay, since 50 pg/ml SN-50 reduced DNA
binding of NF-xB by 50% (data not shown). As shown in Fig. 2A, SN-50 alone had no effect on
the basal apoptosis of MDA-MB-231 cells, but it could render these cells sensitive to NBEC-
induced apoptosis, with a 4-fold increase of apoptosis after 24 h of culture. Similarly, transient
transfection with IxBm had no effect on the basal apoptosis of MDA-MB-231 cells, but restored
the sensitivity of MDA-MB-231 cells to NBEC-induced apoptosis. A 2-fold increase of apoptosis
was observed when IxBm transfected MDA—MB—231£cells were treated with NBEC-CM for 24 h
(Fig. 2B). The efficiency of IxBm was confirmed by NF-xB reporter gene assay, since IxBm
reduced NF-kB luciferase activity by 90%, compared to control vector (Fig. 2C). Interestingly,
when MCF-7 cells were treated with NF-kB inhibitor SN-50 alone, no modification was observed
in NBEC-induced apoptosis (Fig. 3A), suggesting that these cells possess little constitutive NF-kB
activity. These results are in agreement with the data of Nakashatri et al. [16]. However, transient
transfection with p65 rel-A subunit of NF-kB abolished NBEC-CM-triggered apoptosis when
compared to NBEC-CM-untreated cells (Fig. 3B), indicating that inducible NF-kB activation in the
MCEF-7 cells could render them insensitive to NBEC-induced apoptosis.

Taken together, these results indicate that constitutive (Fig. 2) or inducible (Fig. 3B) NF-

kB activity renders breast cancer cells resistant to NBEC-mediated apoptosis.
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PI3 kinase renders MDA-MB-231 cells resistant to NBEC-induced
apoptosis. To determine the implication of PI3 kinase in the resistance of MDA-MB-231 cells to
NBEC-triggered apoptosis, wa attempted to inhibit this kinase by pharmacological inhibitors
(wortmannin or LY294002) or by transient transfection of dominant negative subunits of PI3
kinase. The efficiency of wortmannin or LY294002 as inhibitors of PI3 kinase was verified by PI3
kinase activity test as described previously [38, 39]. 100 nM wortmannim or 15 uM 1Y294002
totally inhibited PI3 kinase activity (data not shown). When MDA-MB-231 cells were treated with
the PI3 kinase inhibitors wortmannin or LY294002 alone, no significant modification was
observed in basal apoptosis (Fig. 4A). However, co-treatment with PI3 kinase inhibitors and
NBEC-CM induced a 5 to 8-fold increase of apoptosis (Fig. 4A). Moreover, transient transfections
with dominant negative p85 and p110 subunits of PI3 kinase also restored the sensitivity of MDA-
MB-231 cells to NBEC-CM-induced apoptosis. NBEC-CM induced a 3-fold increase of apoptosis
in dominant negative PI3 kinase subunit transfected cells when compared to control vector (Fig.
4B).

PI3 kinase controls constitutive NF-xB activity in MDA-MB-231 cells. As
PI3 kinase may activate NF-kB by phosphorylating IxB directly or indirectly [19, 20, 40], we first
examined whether pharmacological inhibitors of PI3 kinase (wortmannin or LY294002) could
reduce NF-xB activity in MDA-MB-231 cells. As shown in Fig. 5A, wortmannin reduced NF-«xB
activity to 70% of control, and LY294002 to about 50% of control. The impact of PI3 kinase on
NF-xB activity was also evaluated by transient transfections with dominant negative PI3 kinase
subunits. As shown in Fig. 5B, up to 80% inhibition of NF-kB activity was observed in dominant
negative p85 transfected cells and 50% in dominant negative p110 transfected cells. These results
indicate that PI3 kinase controls the constitutive NF-kB activity in MDA-MB-231 cells.

NBEC-triggered apoptosis involves Fas signalling. In current models of
apoptosis, an initial proapoptotic stress can activate different caspases. In order to determine the
transduction pathways involved in NBEC-triggered apoptosis, we treated MCF-7 cells with

NBEC-CM in the presence or absence of cell-permeable caspase inhibitors. As shown in Table 1,
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inhibitors of caspase-8 and -9 totally reversed the apoptotic effect of NBEC-CM; a 50 % decrease
of NBEC-triggered apoptosis was observed for general caspase inhibitors as well as those of
caspases-1, -6, -10 and -13. However, inhibitors of caspases-2, -3 and -4 had little or no effect on
NBEC-triggered apoptosis.

The involvement of caspase-8 in NBEC-induced apoptosis suggested a possible
intervention of Fas/Fas L. To verify this hypothesis, we treated MCF-7 and MDA-MB-231 cells
(rendered sensitive to NBEC by the PI3 kinase inhibitor LY294002) with Fas agonist or
neutralizing antibodies for 24 h. In the presence of Fas agonist antibody, MCF-7 cells were
induced to apoptosis in a dose-dependent manner (data not shown). At 50 ng/ml, 25% of MCF-7
cells were induced to apoptosis, while no induction of apoptosis was observed in MDA-MB-231
cells (Fig. 6A, B). However, a similar induction of apoptosis was observed when both cell lines
were treated with NBEC-CM alone or NBEC-CM plus Fas agonist antibody (Fig. 6A, B). Fas
neutralizing antibody had no effect on the levels of basal apoptosis of either MCF-7 or MDA-MB-
231 cells, but it totally inhibited NBEC-triggered apoptosis in both cell lines (Fig. 6C, D),
indicating that the basal apoptosis of breast cancer cells did not involve Fas signalling, while
NBEC-triggered apoptosis did.

Modulation of Fas/Fas L levels by NBEC. In an effort to understand how the
Fas/Fas L system was involved in NBEC-triggered apoptosis, Fas and Fas L levels were
determined by Western-blots. In MCF-7 cells, Fas levels from whole cell extract were not
modified, whereas an increase in membrane Fas was observed after 24 h of treatment with NBEC-
CM, suggesting a translocation of Fas from the cytosol to the membrane (Fig. 7). Membrane Fas L
was increased when cells were treated with NBEC-CM for 24 h (Fig. 7). In MDA-MB-231 cells,
Fas levels from whole cell and membrane extracts were not detectable when cells were cultured in
the absence or presence of NBEC-CM for 24 h. However, total and membrane Fas became
detectable in cells treated with the PI3 kinase inhibitor L.Y294002 for 24 h (Fig. 7). The levels of
both total and membrane Fas in cells treated with 1.Y294002 plus NBEC-CM were further

increased compared to that of cells treated with LY294002 alone (Fig. 7). The levels of membrane
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Fas L. were not modified when cells were treated with NBEC-CM or LY294002 alone, whereas a
strong increase in the levels of Fas L was observed for cells treated with LY294002 plus NBEC-
CM. Taken together, these data show that NBEC-induced apoptosis was associated with an

increase of membrane Fas and Fas L in both MCF-7 and MDA-MB-231 cells.

Discussion

Breast cancers often progress from a noninvasive, estrogen-sensitive phenotype to an
invasive, estrogen-insensitive phenotype. The MCF-7 cell line is the prototype for hormone-
sensitive breast cancer cells, representative of early stages in breast cancer development. In this
study, we demonstrated that normal breast epithelial cells (NBEC) strongly induced apoptosis of
MCEF-7 breast cancer cells via Fas sigalling, as functional knockout of Fas by Fas neutralizing
antibody completely abolished NBEC-induced apoptosis. Fas is a transmembrane protein also
known as APO1/CD95. Fas can mediate apoptosis when it is triggered by its natural ligand, Fas L,
or cross-linked with anti-Fas agonist antibody. We observed that anti- Fas agonist antibody induced
apoptosis in MCF-7 cells in a dose-dependent manner (data not shown). In these Fas-sensitive
cells, NBEC increased the levels of membrane Fas and Fas L (Fig. 7). The increase in membrane
Fas was due to a translocation from cytosol to the membrane, as Fas levels from total cell extracts
were not modified by NBEC-CM. Yu et al. reported that Vitamine E succinate can convert Fas-
resistant human breast cancer cells to the Fas-sensitive phenotype by translocating cytosolic Fas to
the membrane[41]. Our results suggest that simultaneous increase of membrane Fas and Fas L
were necessary to NBEC-induced apoptosis.

Contrary to MCF-7 cells, MDA-MB-231 cells were not induced into apoptosis by NBEC-
CM. This cell line is the prototype for hormone-insensitive breast cancer cells, representing late
stages in breast cancer development. It is therefore important to understand how these cancer cells
become resistant to NBEC-induced apoptosis. We demonstrated that the resistance of MDA-MB-

231 breast cancer cells to NBEC-induced apoptosis was caused by constitutive activation of PI3



kinase, as inhibition of PI3 kinase by specific inhibitors and transient transfections restored the
sensitivity of MDA-MB-231 cells to NBEC-induced apoptosis. The constitutive activation of PI3
kinase may occur by amplification and/or upregulation of any element in its signalling pathways,
including mutations of PI3 kinase itself, Akt and PTEN. PTEN acts as a negative regulator of PI3
kinase/Akt pathways by dephosphorylating PIP3 or Akt [26]. However, no functional mutation of
PTEN, PI3 kinase, or Akt was observed in MDA-MB-231 cells [26, 42]. Nevertheless, it has been
reported that MDA-MB-231 cells secrete numerous growth factors and interleukines [43-45] which
may activate PI3 kinase in an autocrine and /or paracrine [41, 46]. We have shown that inhibition
of PI3 kinase activity (by LY294002) increased level of membrane Fas in MDA-MB-231 cells (Fig.
7). However, even in these conditions, MDA-MB-231 cells were not sensitive to anti-Fas agonist
antibody (Fig. 6), possibly because the Fas level was still below the threshold for Fas-induced
apoptosis. Otherwise, resistance to Fas-mediated apoptosis could have been mediated by other
downstream signaling events. For instance, Keane et al. have shown that the Fas-resistant cell line,
MCEF-7, becomes sensitive to Fas-mediated apoptosis upon transfection with the interleukin-1p3-
converting en-yme, an importan: protein acting downstream of Fas [5]. Transfection of the MCF-7
cell line with bax-o0 ¢cDNA increased the sensitivity of these cells to Fas-mediated apoptosis
considerably [47]. However, when PI3 kinase was inhibited by 1LY294002, NBEC-CM further
increased the levels of membrane Fas and Fas L (Fig. 7) and induced apoptosis of MDA-MB-231
cells (Fig.3). The induction of apoptosis was abolished by Fas neutralizing antibody (Fig.3). These
results indicate that when PI3 kinase was inhibited, NBEC induced apoptosis of MDA-MB-231
cells by increasing the levels of membrane Fas and Fas L.

An other important regulator of cell survival is NF-xB. Constitutive activation of NF-xB
has been shown to be implicated in breast cancer progression but the mechanism has not yet totally
elucidated [16-18]. NF-kB may be activated by PI3 kinase. PI3 kinase activates an NF-xB kinase
(IKK) complex, the IKK complex phosphorylates IkB, resulting in degradation of IkB and
translocation of NF-kB to the nucleus to activate the transcription of target genes [14, 15]. PI3

kinase is also reported to directly phosphorylate IxB on tyrosine 42 to induce NF-xB activation
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[40]. In accordance with these reports, we demonstrated that in MDA-MB-231 cells, PI3 kinase
activated NF-xB, as inhibition of PI3 kinase by pharmacological inhibitors and transient
transfections reduced NF-kB activity. Moreover, inhibition of NF-xB alone was sufficient to
restore the sensitivity of MDA-MB-231 cells to NBEC-induced apoptosis, since the specific
inhibitor SN-50 and transient transfection of IxBm restored the sensitivity of MDA-MB-231 cells
to NBEC-induced apoptosis. On the other hand, inducible activation of NF-xB by transient
transfection with p65 rel-A subunit of NF-kB rendered MCF-7 cells resistant to NBEC-CM-
induced apoptosis (Fig. 3B). These results together demonstrated that NF-xB was implicated in the
resistance of breast cancer cells to NBEC-induced apoptosis. In agreement with our results, it has
been reported that inhibition of NF-xB by sulfasalazine significantly enhanced TRAIL-induced
apoptosis [48] and that inhibition of NF-xB by IxBa super-repressor (p6R-IkB(S32A + S36A))
selectively sensitizes previously insensitive prostate cancer cells to TNF-a [49].

In conclusion, we have demonstrated for the first time that normal breast epithelial cells
induced apoptosis in breast cancer cell via Fas signalling. Additionally, constitutive activation of
PI3 kinase and NF-kB in advanced MDA-MB-231 breast cancer cells rendered them resistant to
NBEC-triggered apoptosis. These in vitro findings may be relevant in explaining the more efficient
control of breast cancer in the early stages of development. It will, therefore, be important to
identify the exact factor(s) produced by normal breast epithelial cells and improve our
understanding of the mechanism by which the NBEC-produced factor(s) regulate(s) the Fas

signalling pathway.
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Table 1. Effect of caspase inhibitors on NBEC-induced apoptosis.

% of apoptotic nuclei

inhibitor Without NBEC-CM 50 % NBEC-CM
None 8.3+33 42,7+ 0.1
Z-VAD (General) 93+ 4.4 18.6 £ 5.5
Z-WEHD (Caspase-1) 125+ 1.1 194 + 4.1
Z-VDAVD (Caspase-2) 102 +2 36.7 + 2.4
Z-DEVD (Caspase-3) 8.4+ 2.4 423 %2
Z-YVAD (Caspase-4) 11.1+12 347 £ 2.8
Z-Vi:ID (Caspase-6) 11.1+04 21.6 £ 29
Z-1IETD (Caspase-8) 82+ 35 11.9+29
Z-LEHD (Caspase-9) 87+29 134+ 0.5
Z-AEVD (Caspase-10) 12+1.7 26.7 + 3.8
Z-LEED (Caspase-13) 75434 22 42

MCEF-7 cells were incubated with or without 50% NBEC-CM for 24 h in the presence or

absence of 100 uM of indicated inhibitors of caspases and subjected to apoptosis determination

after Hoechst staining. The means * standard deviation of percentages of apoptotic cells from 2

experiments are shown.
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Figure 2: Constitutive activation of NF-kB rendered MDA-MB-231 cells resistant to NBEC-
induced apoptosis. MDA-MB-231 cells were cuitured for 24 h in basal DMEM/F12 medium
in the presence or absence of 50% NBEC-CM. A, cells were treated with NF-xB cell
permeable inhibitor SN-50 (50 pg/ml). Apoptosis was evaluated after Hoechst staining .
Columns, mean percentage of apoptosis of three independent experiments. Bars, SD, * ,
p<0.01. B, cells were transiently cotransfected with a pEGFp-C1 plasmid containing GFP
cDNA and a pCDNA3 plasmid containing dominant negative IxkB (o) ¢ DNA (IxkBm) or
pCDNA3 empty vector (control). Apoptosis was evaluated after Hoechst staining and a
random count of 500 GFP-positive cells was performed for each assay. Columns, mean
percentage of apoptosis of three independent experiments. Bars, SD, * , p<0.01. C, cells were
cotransfected with NF-kB Luciferase expression vector and pCDNA3 plasmid containing
dominant negative IxB (o) cDNA (IxkBm) or pCDNA3 empty vector (control). Luciferase
activity was determined as described in materials and methods. Data are presented as
percentage of control. Experiments were performed twice, each with two independent
transfections. Bars, SD, * , p<0.01.
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Figure 3: Inducible activity of NF-kB rendered MCF-7 cells resistant to NBEC-triggered
apoptosis. MCF-7 cells were cultured for 24 h in basal DMEM/F12 medium in the presence
or absence of 50% NBEC-CM. A, cells were treated with NF-kB cell permeable inhibitor SN-
50 (50 pg/ml). Apoptosis was evaluated after Hoechst staining. Columns, mean percentage of
apoptosis of three independent experiments. Bars, SD, * , p<0.01. B, cells were transiently
cotransfected with a pEGFp-C1 plasmid containing GFP ¢cDNA and a pCMV plasmid
containing p65 rel-A cDNA or pCMV empty vector (control). Apoptosis was evaluated after
Hoechst staining and a random count of 500 GFP-positive cells was performed for each assay.
Columns, mean percentage of apoptosis of three independent experiments. Bars, SD, * ,
p<0.01.
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Figure 4: Constitutive activation of PI3 kinase rendered MDA-MB-231 cells resistant to
NBEC-induced apoptosis. MDA-MB-231 cells were cultured for 24 h in basal DMEM/F12
medium in the presence or absence of 50% NBEC-CM. A, cells were treated with the PI3
kinase cell permeable inhibitors wortmannin (100 nM) or LY294002 (15 uM). Apoptosis was
evaluated after Hoechst staining. Columns, mean percentage of apoptosis of three independent
experiments. Bars, SD, * , p<0.01. B, cells were transiently cotransfected with a pEGFp-C1
plasmid containing GFP ¢cDNA and or a pSR(a) plasmid containing dominant negative p85
c¢DNA (DN p85) or a pCMV plasmid containing dominant negative pl 10 cDNA (DN p110).
pSR(a) and pCMV empty vectors were used as controls. Apoptosis was evaluated after
Hoechst staining and a random count of 500 GFP-positive cells was performed for each assay.
Columns, mean percentage of apoptosis of three independent experiments. Bars, SD, * ,
p<0.01.
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Figure 5: PI3 kinase controlled the constitutive NF-kB activity in MDA-MB-231 cells.
MDA-MB-231 cells were cultured for 24 h in basal DMEM/F12 medium in the presence or
absence of 50% NBEC-CM. A, cells were treated with the PI3 kinase cell permeable
inhibitors wortmannin (100 nM) or LY?294002 (15 uM). B, cells were cotransfected with NF-
kB Luciferase vector and a pSR(at) plasmid containing dominant negative p85 cDNA (DN
p85) or a pCMV plasmid containing dominant negative p110 cDNA (DN p110). pSR(a) and
pCMYV empty vectors were used as controls. Luciferase activity was determined as described
in materials and methods. Data are presented as percentage of control. Experiments were
performed twice, each with two independent transfections. Bars, SD, * , p<0.0l.
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Figure 6: NBEC-triggered apoptosis involved Fas signalling. Breast cancer cells were
cultured for 24 h in basal DMEM/F12 medium in the presence or absence of 50% NBEC-CM.
A, MCF-7 cells were treated with 50 ng/ml Fas agonist antibody. B, MDA-MB-231 cells were
treated with 50 ng/ml Fas agonist antibody plus 15 pM LY294002. C, MCF-7 cells were
treated with 25 ng/ml Fas neutralizing antibody. D, MDA-MB-231 cells were treated with 25
ng/ml Fas neutralizing antibody plus 15 pM LY294002. For each experiment, irrelevant
mouse IgG was used as control. Apoptosis was evaluated after Hoechst staining. Columns,
mean percentage of apoptosis of three independent experiments. Bars, SD, * , p<0.01.
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Figure 7 : NBEC modulated levels of Fas/Fas L in breast cancer cells. MCF-7 and MDA-MB-231
cells were treated with 50% NBEC-CM in the presence or absence of 15uM LY294002 for 24 h in
serum-free medium. Proteins from membrane preparations (100 pg) or whole-cell extracts (50 pg)
were electrophoresed, immunoblotted and analysed by western blots as described in materials and

methods. The loading and transfer of equal amounts of protein were confirmed by staining the
membranes with red Ponceau.
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Partie 2 : Purification et caractérisation des facteurs
pro-apoptogenes produits par les CEMN




Nous avons montré que les CEMN induisent I’apoptose des cellules cancéreuses de sein en
augmentant Fas et Fas L. Afin d’identifier les facteurs pro-apoptogénes produits par les
CEMN, nous avons utilisé les stratégies suivantes :

-étude de I’implication des facteurs pro-apoptogénes déja connus,

-purification et caractérisation des facteurs pro-apoptogénes par chromatographie et

spectrométrie de masse.

I Implication de facteurs pro-apoptogénes connus

L’IFNy et le TNFa ont été décrits comme étant capables d’induire I’apoptose des cellules
cancéreuses de sein en augmentant Fas et/ou Fas L (Keane et al, 1996 ; Naujokat et al, 1999).
Afin de déterminer si ces deux cytokines sont responsables de ’apoptose induite par les
CEMN, nous avons compar¢ 1’apoptose des cellules MCF-7 traitées par 'IFNy, le TNFa et le
MC-CEMN en présence d’anticorps anti-IFNy ou anti-TNFa neutralisants. L’IFNy et le
TNFa induisent 1’apoptose des cellules MCF-7 de fagon dose et temps dépendante (résultats
non montrés) . Apres 24 h de traitement, 1 ng/ml d’IFNy induit 26% d’apoptose et 0,1 ng/ml
de TNFa induit 30 % d’apoptose (Fig. 18). L’induction de I’apoptose par I'IFNy et le TNFa
est totalement abolie par I’addition simultanée de 1 mg/ml d'anticorps neutralisant respectif.
Par contre, I’ajout simultané de ces anticorps neutralisants ne modifie pas I’apoptose induite
par les CEMN. Ces résultats suggérent que I'IFNy et le TNFa ne sont pas impliqués dans
I’effet pro-apoptogéne des CEMN.

Par ailleurs, il a été reporté que les CEMN produisent les 1L-6 et -8 et que I’'IL-6 est capable
d’induire I’apoptose des cellules cancéreuses de sein (Chiu et al, 1996). Cependant, I’ajout
d’anticorps neutralisants anti IL-6 ou IL-8 ne modifie pas 'effet apoptogéne des CEMN,

suggérant que ces deux interleukines ne sont pas non plus impliquées (Fig. 19).
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Figure 18 : Effets des anticorps neutralisants anti-IFNy et anti-TNFa dans ’apoptose
induite par le MC-CEMN.

Les cellules MCF-7 sont traitées pendant 24 h avec 50% de MC-CEMN, en présence d’anticorps
neutralisant anti-IFNy (1 mg/ml) et/ou anti-TNFa (1 mg/ml). L’apoptose est estimée apres

marquage au Hoechst. Les résultats sont issus d’une expérience réalisée en triplicate et

représentatifs de 3 expériences indépendantes.
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Figure 19 : Effets des anticorps neutralisants anti-Il-6 et anti-Il-8 dans ’apoptose induite

par le MC-CEMN.
Les cellules MCF-7 sont traitées pendant 24 h avec 50% MC-CEMN en présence d’anticorps

neutralisants anti-IL-6 (0,15 pg/ml) ou anti-IL-8 (1 pg/ml). L’apoptose est estimée apres
marquage au Hoechst. Les résultats sont issus d’une expérience réalisée en triplicate et

représentatifs de 3 expériences indépendantes.
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L’IGFBP-3 induit également 1’apoptose des cellules cancéreuses de sein (Nickerson et al,
1997). Cet effet pro-apoptogéne peut étre dépendant ou non des IGFs. En effet, 'GFBP-3
induit I'apoptose en séquestrant les IGFs (Kelley et al, 1996) ; d'autre part, ’IGFBP-3 se
fixerait a un récepteur encore inconnu pour induire I’apoptose (Oh et al, 1993 et 1998). Nous
avons recherché la présence des IGFBPs dans les milieux conditionnés par les cellules
normales et cancéreuses par Western ligand blot. Ainsi, nous avons montré que les CEMN
produisent de 'IGFBP-3 en grande quantité ; alors que les cellules MDA-MB-231 et MCF-7
produisent respectivement peu ou pas d’IGFBP-3 (Fig. 20). Par ailleurs, les CEMN produisent
des IGFBPs-2 et -4 ; les cellules MCF-7 produisent ces deux IGFBPs mais en quantité
moindre pour IGFBP-4 ; les cellules MDA-MB-231 produisent de I'lGFBP-4 et pas d’IGFBP-
2.

Malgré la présence en grande quantité de I'GFBP-3 dans le MC-CEMN, nous ne savons pas
si ce facteur est responsable de I'effet pro-apoptogeéne observé. Par ailleurs, d'autres IGFBPs
tel que PIGFBP-5 induisent I'apoptose lors de l'involution de la glande mammaire (Tonner et
al, 1997 et 2000). Nos travaux en Western ligand blot ne permettent pas de détecter cet

IGFBP.

II- Purification et caractérisation des facteurs pro-apoptogénes produits

par les CEMN

IL.1- Pré-caractérisation des facteurs pro-apoptogénes

L’activité apoptogéne du MC-CEMN a été testée sur des lignées cancéreuses provenant de
tissus différents (tableau 3). Le MC-CEMN n'induit l'apoptose que dans les lignées
cancéreuses de sein et n'a aucun effet sur les lignées provenant de la prostate, de I'ovaire, de
I’endométre, du cerveau, du foie et du poumon. L'activité pro-apoptogéne du MC-CEMN est

donc spécifique aux lignées cancéreuses de sein.
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IGFBP-2 —»
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Figure 20 : Détection des IGFBPs par Western Ligand Blots.

Les expériences ont été réalisées sur du milieu conditionné de CEMN, de MCF-7 et de MDA-MB-231
cultivées pendant 48 h dans du DME/ HAM F12. Les IGFBPs révélées sont annotées a droite du gel et
sont déterminées par comparaison avec les gels effectués dans le laboratoire du Pr. Y. Le Bouc
(INSERM U 515, Paris). Les dépots ont été effectués en double pour les milieux conditionnés par les

cellules cancéreuses.
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Tableau 3 : Effet du MC-CEMN sur la croissance, la prolifération et I’apoptose des

cellules cancéreuses.

Tissu Lignée Effet du MC-CEMN
Croissance Prolifération Apoptose

Sein MCEF-7 — = ++
T47-D —— = 4+

MDA-MB-231 - - -

BT-20 - - -

MCF-7 ras -- ND +

Prostate LNCAP = ND =
DU-145 = ND =

PC3 = ND =

Cerveau IGRN91 = ND =
Ovaire Ovl = ND =
Poumon Calu-6 ND ND =
MRC-5 = ND .

Endomeétre Hec 1B = ND =
Foie HepG3 = ND =
Hep G2 = ND -

La croissance est mesurée par comptage au bleu trypan aprés 24 ou 48 h de culture en
présence de 50% MC-CEMN. La prolifération est mesurée par analyse du cycle cellulaire en
cytométrie en flux. L apoptose est mesurée aprés marquage au Hoechst 33258. Les résultats
sont issus de deux expériences indépendantes.

= : pas d’effets; - : faible diminution (< 25%); -- : diminution (25 a 50 %) ; forte diminution
(>50 %) ; + : faible induction (<25%) ; ++: induction (25 a 50 %) ; ND : non déterminée.
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Figure 21 : Effets de la température sur ’activité apoptogéne du MC-CEMN.
Les cellules MCF-7 sont traitées pendant 24 h par le MC-CEMN ayant subit un chauffage a 56°C ou
100°C ou une conservation a température ambiante. L apoptose est déterminée aprés marquage au

Hoechst. Les résultats sont issus d’une expérience réalisée en triplicate.



L'activité apoptogéne du MC-CEMN est abolie par chauffage a 56°C (Fig. 21) ou digestion
trypsique (Fig. 22). D’autre part, ’activit¢ apoptogene est retenue par filtration sur une
membrane de type centricon de 30 kDa de seuil de coupure, elle n'est pas retenue sur une
membrane de type centricon de 50 kDa de seuil de coupure (résultats non montrés). Ces
résultats montrent que les facteurs pro-apoptogénes sont des protéines (sensibles a la

trypsine), thermolabiles et présentent une masse moléculaire apparente de 30 4 50 kDa.

IL.2- Purification des facteurs pro-apoptogénes produits par les CEMN

Les différentes étapes de la purification sont résumées dans la figure 23. La concentration sur
un systeme d’ultrafiltration de type ultrassette (Filtron, Pall Gelman Science), ayant un seuil
de coupure de 30 kDa, permet de concentrer jusqu'a 1200 fois le MC-CEMN tout en
conservant l'activité pro-apoptogene (80 ml final pour 10 litres de milieu). Le milieu
conditionné est ensuite passé sur colonnes Sep-Pak C18 et €lué a 50%, 80% et 100% d’ACN
(Fig. 24). Cette séparation permet d’éviter la saturation des colonnes d’HPLC. Les fractions
¢éluées sur les colonnes Sep-Pak C18 sont alors passées sur une colonne d’HPLC préparative.
Les ¢lutions sont réalisées & vitesse constante (2 ml/min), les gradients d’élution sont continus
et adaptés a 1’hydrophobicité relative des fractions récupérées sur la colonne Sep-Pak C18.
Chaque pic est récupéré manuellement et testé pour sa capacité¢ a induire I’apoptose des
cellules MCF-7. La figure 25 montre le profil d’une HPLC préparative de la fraction éluée a
50% d’ACN sur Sep-Pak C18. Quatre fractions issues de cette HPLC présentent une activité
apoptogeéne. Les profils obtenus en HPLC préparative pour les fractions €luées a 80% et 100%
d’ACN sont similaires (résultats non montrés). La comparaison des profils obtenus en HPLC
préparative et leur recoupement nous ont permis de discriminer 2 autres fractions actives.
Ainsi, 6 fractions actives ont été isolées par HPLC préparative. Ces fractions ont été ensuite
soumises 4 une HPLC analytique dans des conditions analogues aux HPLC préparatives ou

directement passées en gel de polyacrylamide.
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Figure 22 : Effet de la trypsine sur Pactivité apoptogéne du MC-CEMN.

Le MC-CEMN est incubé en présence ou en absence de trypsine (37°C, 1 h), I’action de la
trypsine est arrétée par un inhibiteur issu du soja (37°C, 30 min) et les cellules MCF-7 sont
traitées pendant 24 h. L’apoptose est déterminée apreés marquage au Hoechst. Les résultats sont

issus de trois expériences indépendantes, réalisées en duplicate.
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Figure 23 : Principales étapes de la purification et de la caractérisation des facteurs pro-
apoptogénes produits par les CEMN.
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Figure 24 : Activité apoptogéne du MC-CEMN aprés passage sur colonne Sep pak C18.

Les cellules MCF-7 sont traitées pendant 24 h par les fractions recueillies aprés élution par 50%,
80% et 100% d’ACN. L’apoptose est déterminée aprés marquage au Hoechst. Ce test a été
effectué en duplicate.
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Figure 25 : Purification des facteurs pro-apoptogénes par HPLC.
Le profil ’HPLC préparative est celui obtenu apres passage de la fraction Sep Pak 50%. Les pics

présentant une activité apoptogene == ) sont ensuite passés en HPLC analytique (le profil présenté est
celui de la fraction C).
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Figure 26 : Facteurs pro-apoptogénes produits par les CEMN.
Les fractions issues d’HPLC sont séparées par SDS-PAGE et colorées a I’argent. Les poids

moléculaires (PM) sont reportés a droite du gel.



IL.3- Caractérisation des fractions obtenues par HPLC

Les fractions issues des HPLC préparatives et analytiques ont été analysées par SDS-PAGE
sur un gel d’acrylamide en conditions dénaturantes (Fig. 26). Aprés coloration a P’argent,
’analyse des gels a révélé que la fraction A est un mélange de plusieurs protéines avec une
protéine majeure de 55 kDa environ et 3 bandes mineures de 12,6 ; 15,8 et 25,7 kDa. La
fraction B se présente sous forme d'une bande d'environ 110 kDa. La fraction C se présente
sous forme d’un doublet autour de 30 kDa (31,7 et 35,5 kDa) et la fraction D est formée d’une
seule bande de 46,3 kDa. Les deux autres fractions notées E, F n’ont pas donné de bandes
visibles aprés coloration a I’argent.

Aprés digestion trypsique des bandes dans les gels, I’analyse en spectrométrie de masse
montre que les bandes majeures de la fraction A sont des fragments de la sérum albumine. Les

fractions B, C et D n’ont pas donné de spectre spécifique.

I1.4- Discussion

La caractérisation préliminaire indique que les facteurs pro-apoptogénes sont des protéines
thermolabiles, présentant pour la plupart une masse moléculaire de 30 a 50 kDa. Nous avons
discriminé 6 fractions actives issues d'HPLC préparative qui ont donné pour 4 d’entre elles,
un profil électrophorétique particulier.

La fraction A est composée de sérum albumine, qui est une protéine porteuse se liant a de
nombreuses autres protéines. La possibilit¢ d’une contamination par la sérum albumine du
sérum de veau reste la premiére hypothése : I'origine bovine ou humaine n’a pu étre
confirmée, les deux protéines ne différent que d’un seul résidu d’acide aminé. Cependant,
I’ajout de sérum albumine bovine n’induit pas I’apoptose des cellules cancéreuses de sein en
culture. Au contraire, la sérum albumine aurait un effet stimulateur de la croissance des
lignées cancéreuses de sein (Ogasawara et Sirbasku, 1988 ; Singh ef al, 1992). Plusieurs

hypothéses peuvent expliquer un effet pro-apoptogene de la sérum albumine. En effet, la
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sérum albumine pourrait séquestrer les facteurs de survie produits par les cellules cancéreuses
de sein tel que des facteurs de croissance. D’autre part, il a été¢ démontré que des changements
dans la conformations ou des clivages de protéines dans le milieu extracellulaire peuvent
générer des formes pro-apoptogénes. Ainsi, les cellules myoépithéliales de sein produisent des
protéases qui transforment le CD44 en une forme soluble tronquée qui entre en compétition
avec la forme native du CD44 pour les composants de la matrice extracellulaire ; il en résulte
une inhibition de la migration et de la croissance des cellules cancéreuses et des cellules
endothéliales (Alpaugh ef al, 2000 ; Nguyen et al, 2000). D’autre part, il a été reporté que
I’alpha-lactalbumine produite par les CEMN peut induire l'apoptose des cellules cancéreuses
de sein aprés passage sur colonne d’hydrophibicité de type C-18 (Hakansson et al, 1995 et
1999 ; Svensson et al, 2000). Il n’est donc pas impossible que des mécanismes similaires

soient mis en jeu pour convertir les protéines natives en une forme pro-apoptogene.
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Discussion générale




Les CEMN induisent I'apoptose des cellules cancéreuses de sein via Fas.

Dans ce travail, nous avons montré que les CEMN inhibent la croissance des cellules
cancéreuses de sein dans différentes conditions de culture. De plus, pour les lignées MCF-7 et
T47-D qui sont hormono-sensibles et possédent une protéine P53 fonctionnelle, I'inhibition de
la croissance est due a une induction de I'apoptose.

Song et al (2000) ont démontré que la régression par apoptose des hyperplasies mammaires
physiologiques (apres la grossesse, ’allaitement) est dépendante du systéme Fas/Fas L. Lors
de cette induction de l'apoptose, les cellules expriment Fas L. et l'expression de Fas est
augmentée. Ces résultats sont corroborés par les travaux de Ragnarsson et al (2000), indiquant
que les CEMN ne produisent pas de Fas L membranaire ou soluble. Nos travaux montrent que
les cellules cancéreuses MCF-7 et T47-D expriment Fas fonctionnel, puisqu'un anticorps anti-
Fas agoniste induit I'apoptose de ces cellules. L'induction de I'apoptose par le MC-CEMN est
abolie par un anticorps neutralisant anti-Fas ; par ailleurs, le MC-CEMN augmente Fas et Fas
L membranaires. Ces résultats suggérent que les CEMN induisent l'apoptose des cellules
cancéreuses en augmentant Fas et Fas L. D'autre part, par l'utilisation d'un inhibiteur
pharmacologique de P53 et par des transfections transitoires, nous avons montré que
l'induction de l'apoptose est sous le contrdle de PS3. En effet, il a été décrit que P53 augmente
Pexpression et la translocalisation membranaire de Fas dans des cellules endothéliales
(Bennett et al, 1998). 11 est possible que P53 puisse exercer des régulations similaires pour
Fas L. Ainsi, il a été reporté que P53 augmente I'expression des ARNm de Fas L dans les
cellules prostatiques (Hara ef al, 2000). L'ensemble de ces résultats suggere que P53 régule le

systéme Fas/Fas L dans les cellules cancéreuses.
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La PI3 kinase et NF-xB conférent aux cellules cancéreuses la résistance a I'action
apoptogéne des CEMN.
Nous avons montré que les CEMN ralentissent la prolifération des cellules MDA-MB-231 et
BT-20 sans induire I'apoptose. Ces deux lignées sont hormono-insensibles, elles ne possédent
pas de protéine P53 fonctionnelle et représentent un stade plus avancé du développement
tumoral. Par ailleurs, les cellules cancéreuses aux stades plus avancés présentent une capacité
de survie accrue, notamment par suractivation de la PI3 kinase et de NF-xB (Stambolic et al,
1999 ; Nakashatri et al, 1997). NF-xB peut étre activé par la PI3 kinase : la PI3 kinase
phosphoryle directement ou indirectement IKK ; IKK phosphorylée phosphoryle a son tour
IxB, entrainant la libération de NF-xB et sa translocation dans le noyau. Dans le noyau, NF-
kB régule I’expression de nombreux génes intervenant dans la survie et I’apoptose (Barkett et
Gilmore, 1999).
Nous avons montré que l'inhibition de la PI3 kinase ou de NF-xB par des inhibiteurs
pharmacologiques et des transfections transitoires restaure l'effet apoptogéne des CEMN dans
les cellules MDA-MB-231. Par la suite, nous avons démontré que NF-kB est nécessaire et
suffisant a la résistance des cellules cancéreuses a 1'apoptose induite par les CEMN. En effet,
dans les cellules MDA-MB-231, l'inhibition de la PI3 kinase par des inhibiteurs
pharmacologiques et des dominants négatifs diminue I’activation de NF-kB ; I’inhibition de
NF-xB par le SN50 ou un dominant négatif permet I'induction de I'apoptose par les CEMN.
Enfin, la surexpression de Rel A par transfection transitoire dans les cellules MCF-7 confére
une résistance a I’apoptose induite par les CEMN.
Les cellules MDA-MB-231 ne sont pas induites en apoptose par un anticorps anti-Fas
agoniste ; elles expriment beaucoup de Fas L et pas de Fas. Lorsque NF-xB est inhibé, les
cellules MDA-MB-231 restent insensibles a ’apoptose induite par I’anticorps agoniste anti-

Fas ; Fas est détecté dans le lysat total mais peu ou pas dans la fraction membranaire. Ces
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résultats montrent que I’inhibition de NF-xB n’est pas suffisante pour restaurer la sensibilité
des cellules MDA-MB-231 vis-a-vis de Fas. En revanche, en présence de MC-CEMN, lorsque
NF-«B est inhibé, les cellules MDA-MB-231 sont induites en apoptose ; ’expression de Fas
membranaire est augmentée et l'apoptose induite par les CEMN est abolie par un anticorps
neutralisant anti-Fas.

L'ensemble de nos résultats montre que les CEMN peuvent induire 1’apoptose des cellules
MDA-MB-231 via I’expression de Fas a la surface cellulaire. Les cellules MDA-MB-231

échappent a ce contréle par une suractivation de la PI3 kinase et de NF-«B.

Quelle est I'incidence des mutations de p53 dans la suractivation de la PI3 kinase
et de NF«xB ?
L’expression d’une protéine P53 fonctionnelle contribue a I’apoptose induite par les CEMN.
En revanche, I'absence de P53 fonctionnelle est associée a une suractivation de la PI3 kinase
et de NF-kB. On peut donc s’interroger sur l'incidence des mutations de p53 dans cette
suractivation.
1] a été reporté que P53 diminue l'expression de 'IGF-R1 et augmente la synthése d'TIGFBP-3,
ce qui diminue I'activation de la PI3 kinase par les IGFs (Kulik et al, 1997). Les mutations de
P53 entraineraient une augmentation de l'expression de I'GF-R1 et une diminution de la
syntheése d'1GFBP-3, favorisant ainsi la survie exercée par les IGFs via l'activation de la PI3
kinase.
Par ailleurs, I’inactivation de p353 entraine une plus grande instabilité du génome (Miyoshi et
al, 2000) ; les mutations des voies de survie quant & elles permettent une survie accrue des
cellules en inhibant 1’apoptose. Les cellules possédant & la fois les mutations de p53 et une
suractivation des voies de survie vont donc étre sélectionnées. En effet, la suractivation de la

PI3 kinase est reportée dans de nombreux cancers (Stambolic ef al, 1999) ; elle résulte de
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mutations de nombreux génes codant des protéines impiiquées dans la cascade de
transduction de cette kinase (Ras, Akt, PTEN...) (Stambolic et al, 1999). D'autre part,
P’activation constitutive de NF-kB est observée dans la lignée MDA-MB-231 qui représente
un stade plus avancé de cancer du sein (Nakhastri ef al, 1997).

Enfin, P53 et NF-xB pourraient entrer en compétition vis-a-vis des sites de fixation sur
I’ADN et vis-a-vis de ’ARN polymérase (Wadgaonkar ef al, 1999). La perte de P53 par
mutation entrainerait un déséquilibre dans cette compétition en faveur de NF-xB, ce qui
permettrait une surexpression de génes de survie. Un des exemples potentiels de ces
régulations est fas, qui est un géne a la fois sous le controle de P53 et de NF-xB. On peut
supposer que NF-kB se fixe sur le promoteur de fas pour diminuer la transactivation alors que
P53 entraine une augmentation de son expression. Toutefois, des études de liaison et de
transactivation de NF-«kB et de P53 sur le promoteur de fas seraient nécessaires pour valider

cette hypothése.

Quels sont les facteurs pro-apoptogénes produits par les CEMN?
Nous avons montré que les CEMN inhibent spécifiquement la croissance des lignées
cancéreuses de sein, puisque la croissance de lignées cancéreuses d’autres tissus (prostate,
ovaire, endométre, cerveau, foie et poumon) n’est pas inhibée. Par l'utilisation d'anticorps
neutralisants, nous avons exclu des facteurs apoptogénes déja connus tels que I'I[FNy, le
TNFa, les interleukines-6 et -8. L'action apoptogéne ne semble pas non plus impliquer le
TGFp qui est résistant a la température. Nous pouvons également exclure le MDGI qui inhibe
plus fortement la croissance des CEMN que celle des cellules cancéreuses (Lehmann et al,
1989), puisque le MC-CEMN n’inhibe pas la croissance des CEMN. D'autre part, nous avons
montré que les CEMN produisent en grande quantité I'lGFBP-3 alors que les cellules
cancéreuses en produisent peu ou pas. Cependant, I'implication de I'IGFBP-3 dans l'action
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apoptogéne des CEMN reste a définir. Toutefois, la caractérisation préliminaire indique que
les facteurs pro-apoptogénes sont des protéines thermolabiles, présentant pour la plupart une
masse moléculaire de 30 a 50 kDa. Nous avons discriminé six fractions actives issues d'HPLC
préparative qui ont donné pour quatre d’entre elles, un profil €électrophorétique particulier.
L'analyse en spectrométriec de masse d'une quantité suffisante de ces fractions devrait

permettre leur identification.

En conclusion, l'ensemble de nos travaux montre que les CEMN induisent I'apoptose
des lignées cancéreuses de sein via Fas. Cependant, I'action des CEMN est abolie par la
suractivation de NF-kB dans les cellules cancéreuses représentant des stades tardifs du
développement tumoral. La caractérisation des facteurs pro-apoptogénes reste encore
préliminaire ; toutefois, I'analyse en spectrométric de masse d'une quantité¢ suffisante des
fractions apoptogenes issues d’HPLC devrait permettre leur identification. Une fois identifiés,
nous pourrons rechercher leur expression dans les cellules normales et cancéreuses, étudier la
régulations de leurs expression et leurs mécanismes d'action in vitro et in vivo. L'ensemble de
ces travaux pourraient aboutir 3 une utilisation de ces facteurs dans les stratégies

thérapeutiques contre le cancer du sein.
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