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Abreéviations

ADN : Acide Désoxyribonucléique

ADNc : ADN complémentaire

ARN : Acide Ribonucléique

ARNm : ARN messager

BDNF: Brain-derived neurotrophic factor

CNTF: Ciliary neurotrophic factor

EGF: Epidermal Growth Factor

ERE: estrogen response element

FADD: Fas-associated death domain

FAP-1: Fas-associated tyrosine phosphatase-1
FGF: Fibroblast Growth Factor

GH: Growth hormone

HAT: histone acétyl-transférase

HDAC: Histone déacétylase

HGPF/SF: Hepatocyte growth factor/Scatter factor
HSP: Heat shock protein

IGF: Insulin-like Growth Factor

IGFBP: Insulin-like growth factor binding protein
IKK: I-xB kinase

I-xB: inhibiteur de NF-xB

JNK: c-jun N-terminal kinase

Kb: kilobase

KDa: kilodalton

LOH: Loss of heterozygoty

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase
MAPKAP kinase 2: MAPK-activated protein kinase 2
MEC: Matrix extracellulaire

MDGF: Mammary derived growth factor

MIF: Migration inhibitor factor

MMP: M¢étalloprotéinase matricielle

NGF: Nerve Growth Factor
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NF-«B: Nuclear Factor-kB

NIK: NF-kB inducing kinase

NRIF: NT receptor interacting factor

NT: Neurotrophin

Pb: paire de bases

PBS : Phosphate Buffer Saline

PDGEF : Platelet Derived Growth Factor
PMSF: Phenyl Methyl Sulfonyl Fluorure
PRL: prolactine

PSD: post-synaptic density protein

Rb: Retinoblastoma Gene Product

RE: récepteur aux oestrogenes

RPg: Receptor a la progesterone

RSK : pp90 ribosomal S6 kinase

RTK : récepteurs tyrosine kinases

SDS: Sodium Dodecyl Sulfate

SDS-PAGE: electrophorése en gel de polyacrylamide en présence de SDS
SHP-2 : (SH-2containing tyr)-1 phosphatase
SNT: Sucl-associated neurotrophic factor target
SOS: son of sevenless

SVF: Serum de veau foetal

TBS: Tris Buffer Saline

TBS-T : Tris Buffer Saline-Tween

TGF : Transforming Growth Factor

TNF: Tumor Necrosis Factor

TRADD: TNFR associated death domain
TRAF: TNFR associated factor
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Plus d’un demi siécle d’études sépare la mise en évidence de I’effet neurotrophique du
Nerve Growth Factor (NGF) sur les neurones de la découverte de ses effets stimulateurs de la
croissance du cancer du sein. Notre laboratoire a précédemment montré que le NGF est
mitogene et anti-apoptotique pour les cellules de cancer du sein via ses deux catégories de
NTR

récepteurs membranaires : pl40™™ (tyrosine kinase) et p75

TNF-R).

(membre de la famille du

Dans le présent travail, nous montrons pour la premicre fois que le NGF est synthétiseé,
puis libéré par les cellules cancéreuses. Ceci a été montré in vitro, en culture de cellules, et in
vivo, dans les biopsies tumorales. Cette expression de NGF est spécifique des cellules
cancéreuses, puisque les cellules épithéliales mammaires normales ne produisent pas ce
facteur de croissance. Ceci indique la valeur marqueur potentielle du NGF dans le cancer du
sein. De plus, nous montrons la présence du NGF dans des vésicules de sécrétion, indiquant
I’existence d’un mécanisme de stockage et de libération de ce facteur de croissance. Enfin, a
I’aide d’inhibiteurs spécifiques et d’anticorps, nous avons montré que le NGF libéré par les
cellules de cancer du sein est biologiquement actif et qu'il stimule de facon autocrine la
croissance des ces cellules. Nous avons aussi montré que le 4-OH-tamoxifeéne inhibe 1’effet
mitogene du NGF par induction d’une tyrosine phosphatase FAP-1/ PTPL1, en inhibant la

phosphorylation de p140™*

et des MAPKs. Une analyse protéomique préliminaire nous a
permis d’identifier des partenaires moléculaires potentiels de FAP-1. Nous avons ensuite
démontré que la voie de signalisation de p75™'® nécessite la fixation de TRADD (TNF-R
associated death domain protein) pour 1’obtention de I’effet stimulateur de la survie des
cellules tumorales par le NGF.

En conclusion, nos résultats montrent que le NGF et sa signalisation sont des

marqueurs et des cibles thérapeutiques potentielles dans le cancer du sein.
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INTRODUCTION
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Le Nerve Growth Factor (NGF), facteur de croissance neurotrophique par excellence,
est surtout connu pour son implication dans le développement, la différenciation et la
régulation du systéme nerveux (Lewin & Barde, 1996). Cependant, le NGF possede d’autres
effets non neurotrophiques sur quelques types cellulaires, a savoir la régulation de la
prolifération, de la migration et de la survie. La potentielle activité mitogene du NGF amene
naturellement a se poser la question de son rdéle éventuel dans les phénomeénes de
cancérisation. En dehors de son importance dans le cadre des maladies neurodégénératives, le
NGF est également impliqué dans la prolifération de quelques tumeurs extérieures au systeme
nerveux. Clairement démontrée dans les cellules prostatiques (Djakiew et al., 1991 ; Pflug et
al., 1995), la production de NGF stimule la capacité d’invasion des cellules cancéreuses. De

plus expression de p75™'™~

(récepteur accessoire du NGF) diminue dans les cellules malignes
et métastatiques, comparées aux cellules normales, suggérant que 1’analyse des récepteurs
pourraient présenter un intérét pour le pronostic du cancer de la prostate. D’autres exemples
peuvent illustrer I'implication du NGF dans les cancers, et notamment, notre laboratoire a
montré que le NGF est un puissant mitogéne pour les cellules cancéreuses mammaires, alors
qu’il n’a aucun effet sur les cellules épithéliales normales (Descamps et al., 1998). En outre,
le NGF est aussi un facteur anti-apoptotique pour les cellules tumorales et cet effet est médié

via lactivation de p75™'}

et de NF-«xB, alors que 1’effet mitogeéne est conduit par I’activation
de p140™* et les MAPKSs (Descamps et al., 2001a). Pionniers, dans la démonstration du role
du NGF dans la stimulation de la prolifération et de la survie des cellules malignes du sein, un
certain nombre de question se sont posées quant a I’expression du ligand et a son role dans la
physiopathologie de la glande mammaire. Aprés avoir montré la valeur pronostic des
récepteurs p140™* du NGF, (Descamps ef al., 2001b) un intérét thérapeutique potentiel pour
ce polypeptide s’est avéré étre la source de I’ensemble de mon travail au cours de ma thése.
En effet, I’objet de mon DEA puis de ma thése a ét¢ d’étudier 1’éventuelle production de NGF
par les cellules de cancer du sein elles-mémes. Pour ce faire, je me suis intéressé a
I’expression du NGF (au niveau de I’ARN et de la protéine) a la fois dans les lignées
cancéreuses mammaires mais aussi dans les cellules épithéliales normales. En paralléle, nous

avons étudié les voies de signalisation du NGF afin de découvrir des cibles thérapeutiques

éventuelles.
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Ce travail est 1’occasion de revoir des ¢léments d’anatomie, d’histologie et de
régulation de la croissance du sein normal pour mieux comprendre le cancer du sein, ainsi que
les principales étapes de la cancérogenése mammaire et de [’histoire naturelle de cette
pathologie. L’accent est mis sur le réle majeur des facteurs de croissance dans le
développement tumoral mammaire, ce qui en font des cibles prometteuses dans les nouvelles
stratégies anticancéreuses explorées ou mises en place en essais clinique. Ce travail de revue
générale est suivi de mes travaux, présentés sous la forme de publications, et s’articule autour

des chapitres « Résultats », et « Discussiony.
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GENERALITES
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Generalites
CHAPITRE 1

© 2003 Tous droits réserves. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Laurent Dollé, Lille 1, 2003

22

PHYSIOPATHOLOGIE DE LA GLANDE MAMMAIRE-
CANCEROGENESE MAMMAIRE.

Dans ce chapitre, nous allons aborder rapidement la structure de la glande mammaire
normale ainsi que la régulation de sa croissance par différents facteurs, notamment les
hormones et les facteurs de croissance, puis nous détaillerons la tumorigenése de la glande

mammaire et tenterons d’approcher le pourquoi et le comment de cette pathologie.

I- 1 - LA GLANDE MAMMAIRE NORMALE.

I- 1- a- Anatomie et structure de la glande mammaire.

Le sein et la glande mammaire sont des formations de la peau. Le sein est une glande
lactaire qui est, chez la femme, sous la dépendance des organes reproducteurs et dont la
présence est constante chez les Mammiféres. Trois parties constituent le sein, a savoir: la
peau, la glande et la graisse. La peau est épaisse a la périphérie et devient mince au voisinage
de la plaque aréolo-mamelonnaire (constituée par le mamelon et 1’aréole ou auréole). La
glande mammaire est une glande cutanée au méme titre que les glandes sudoripares et
sébacées. Cette glande est incluse enticrement dans le pannicule adipeux sous-cutané et
rattachée a la peau par ses seuls canaux excréteurs. C’est une glande tubulo-acineuse de type
composée puisqu’elle est formée de 15 a 20 unités glandulaires indépendantes (ou encore
appelées lobes mammaires). Ces lobes sont disposés radialement a différentes profondeurs
autour du mamelon. En réalité, chaque lobe constitue une glande a part entiére car ces
structures possédent chacune un canal excréteur (canal galactophore) qui s’ouvre a I’extérieur
par un orifice propre. Juste avant son extrémité mamelonnaire, le canal galactophore forme
une dilatation appelée sinus lactifére (figure 1). La glande mammaire est une glande exocrine
dont la fonction est la sécrétion lactée. Par ailleurs, ce corps glandulaire repose sur le fascia
superficialis. Des tractus fibreux unissant la peau au fascia superficialis subdivisent le corps
adipeux en loges. Sur le plan structural, la glande mammaire est constituée de lobes, de
lobules et de canaux de plus ou moins grandes tailles, 1’ensemble constituant 1’arbre

galactophorique. La hiérarchisation de cette structure est schématisée sur la figure 2. Les acini
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Graisse sous cutanée _

Muscles pectoraux

Fascia superficel ,
Espace graisseux
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Canal galactophore

Figure 1: Anatomie et structure de la glande mammaire. Cette image proviennent d’un site Internet :

http://home.tiscali.be/salvatore.murgo/anatomie.htm.

Canal galactophore
Pore f."
mamelonaire I,."

\

Sinus Unité ductulo-lobulaire
- canalicule extra-lobulaire _
- canalicule intra-lobulaire——
- acinug ——— =

- tissu conjonctif —

Figure 2: Schéma de [D’arbre galactophorique. Cette image proviennent d’un site Internet:

http://home.tiscali.be/salvatore.murgo/anatomie.htm.
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sont regroupés de facon trés dense autour d’un canal alvéolaire. Plusieurs canaux alvéolaires
(ou canaux galactophores de 3°™ ordre ou encore canalicules intralobulaires se réunissent
pour former un canal lobulaire (ou canal galactophore de 2™ ordre ou encore canalicule
extra-lobulaire). Cette structure forme alors ce que 1’on nomme le lobule. A leurs tours,
. . , . . \ er
plusieurs canaux lobulaires se réunissent pour donner naissance a un canal galactophore de 1

ordre. L ensemble des lobules, que draine ce canal galactophore, forme un lobe glandulaire.

I- 1- b- Histologie.

Le sein est constitué de plusieurs types cellulaires distincts. Les cellules épithéliales,
qui forment les alvéoles et les canaux, ont plutét une forme cylindrique, et leur role est de
synthétiser et sécréter le lait. A coté d’elles, les cellules myoépithéliales, de forme tres
allongée, ont la fonction de faire évaquer le lait en se contractant. La figure 3 schématise ces
deux types cellulaires. Dans le tissu palléal ou mésenchyme ou encore stroma, les adipocytes
fabriquent quant a eux les acides gras insaturés ainsi que leur dérivés (les prostaglandines)
contribuant ainsi a la prolifération et a I’organisation des cellules épithéliales, augmentant la
vascularisation de la glande mammaire et favorisant également la ramification des canaux

mammaires.

Celules épithéliales sécrétante
hordant la lumiere des acini

CrEy S, SR AR AR ¥,

Cellules rmyogpitheliales
a activite cortractile

M ermbirane

Figure 3: Schéma de la paroi des canaux de la glande mammaire. Cette image proviennent d’un site Internet :

http://home.tiscali.be/salvatore.murgo/anatomie.htm.

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
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fibroblastique plus ou moins développé (figure 3). Les acini ou alvéoles sont composés de
cellules épithéliales et de cellules myoépithéliales. Ces acini sont entourés d'un tissu
conjonctif lache tandis que le tissu conjonctif extra-lobulaire est dense et peu cellularisé. Sur
la figure 4, nous pouvons voir les différents aspects histologiques abordés ci-dessus. A
proximité des cellules épithéliales, se trouvent aussi les cellules fibroblastiques qui jouent un
role important dans la formation et la différenciation de 1’épithélium mammaire comme nous

le verrons plus loin.

Figure 4: Histologie de la glande mammaire normale. A. Lobule mammaire. B. Canal terminal intralobulaire. La
couche interne de I’épithélium a un aspect cubique (C), tandis que la couche externe est constituée de cellules
myoépithéliales (M). CI : canal intralobulaire ; EC : extrémités canalaires ; TI : tissu de soutien intralobulaire ;

TE : tissu de soutien extralobulaire ; S : sécrétion (d'aprés Stevens & Lowe, 1992).

La cellule épithéliale présente une immunoréactivité pour les différentes cytokératines. De
plus, lorsque cette cellule a une activité sécrétoire, elle présente une réponse positive pour
I’anticorps anti-alpha lactalbumine. Quant a la cellule myoépithéliale, elle montre une forte
positivité pour I’anticorps anti-actine et une positivité variable pour les anticorps anti-protéine
S100 et les diverses cytokératines. L’ immunoréactivité a I’actine permet donc de distinguer
les cellules épithéliales des cellules myoépithéliales. La membrane basale exprime de maniére

forte la laminine et le collagéne de type IV.

Bien entendu, au méme titre que ces quatre types cellulaires, nous devons souligner

I’importance de la matrice extracellulaire avec ses multiples roles dans 1’intégrité de la glande
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mammaire. Notamment, elle permet aux cellules épithéliales de s’organiser en alvéoles, les

sensibilise aux hormones lactogénes et contrdle leur croissance.

I- 1- c- Développement de la glande mammaire.

La période de croissance de la glande mammaire (ou mammogené¢se) débute au cours
de la vie feetale, se poursuit tout au long de 1’existence et se fait en plusieurs étapes. Quatre
étapes peuvent étre décrites dans le développement de cette glande avec, pour chacune des
transformations particuliéres du systéme lobulo-canalaire, représentatives de 1’age et de 1’état
physiologique de la femme (puberté, menstruation, gestation ou ménopause). La période de
fonctionnement, quant a elle, comprend la gestation et la lactation, au cours desquelles la

différenciation de la glande est maximale.

> D’étape prénatale :

Le sein s’ébauche au cours de la 4™ semaine du développement embryonnaire sous la

forme d’une créte mammaire (ou ligne lactéale) correspondant a un épaississement de

Mamelon
ombiligue

Créte Bourgeon
mammaire secondaire

Ectoderme

Bourgeon
primaire Mésoderme
Futur canal
galactophore
6 semaines 4 mois 6 mois Naissance

Figure 5 : Le développement prénatal du sein (d’apres Espie & Gorins, 1995). A la naissance, il n’existe qu’une

ébauche glandulaire qui restera telle quelle chez le garcon.
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I’ectoderme (figure 5) qui s’étend de la future aisselle a la future aine. Le long de cette créte
apparait une paire symétrique d’épaississements notée bourgeons mammaires primitifs (ou
6éme

bourgeons mammaires pectoraux). La créte mammaire disparait ensuite a la semaine et

seuls subsistent les bourgeons mammaires. C’est la fin de la phase embryonnaire (environ a la
7°™ semaine). Au 5°™ mois, les bourgeons pectoraux émettent dans le mésoderme sous-
jacent 15 a 20 prolongements cylindriques d’abord pleins qui se ramifient et se dilatent a leur

extrémité, puis se creusent d’une lumiére (7 — 8™

mois) formant ainsi les futurs canaux
galactophores. A la naissance, la glande mammaire est donc réduite & un cours systéme
tubulaire et elle apparait en surface sous la forme d’un léger relief (ou future mamelon) au
sommet duquel s’ouvrent les 15 a 20 orifices des canaux galactophores. Lors de cette période,
le mamelon fait saillie et I’aréole se pigmente légerement. L’ébauche de la glande mammaire

masculine correspond a celle de la femme, mais son développement demeure modeste et

restera a ce stade toute sa vie.

alvéole
tait

/p:iurilion + \\
(activation des
m cellules sécrétrices)
.

™ f (développement des canaux
— ‘\. et du tissu secréteur)

m grossesse

' gctoderme )

A y J L (développement des g
{eroissance | canaux et des tissus lactation
voie featale isometrique) annexes)
naissance puberté %

\ sevrage

(disparition des
cellules sécrétrices)

< > < >« > < >

prénatale enfance pubertaire gestation/ lactation

Figure 6: Les différentes phases de la croissance et du fonctionnement de la glande mammaire (d’apres Espie &

Gorins, 1995).
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» [D’étape pubertaire :

Pendant I’enfance, la croissance de la glande est lente et isométrique. De plus, les
¢volutions morphologiques et histologiques sont minimes (figure 6). A la puberté, sa
croissance s’accélére et des modifications morphologiques ont lieu, dues a I’augmentation des
adipocytes et au développement des canaux mammaires sous 1’effet d’interactions épithélio-
mésenchymateuses. Les lobules ne se forment qu’aprés la 1° ovulation (14 —15 ans) et le
sein prend sa forme normale de nullipare. D’autres modifications sont observées telles que la

saillie du mamelon, la pigmentation et la saillie de I’aréole.

> gestation et lactation :

C’est au cours de la gestation, puis de la lactation, que la glande achéve son
développement grace aux signaux hormonaux. Ces signaux provoquent la prolifération des
cellules souches, induisant I’extension des canaux galactophoriques (cela se produit pendant
les 6" mois de la grossesse) et la différenciation des acini (ne se faisant qu’au cours des 3
derniers mois). La grossesse s’accompagne donc d’un développement des conduits lactiféres
aux dépens du tissu conjonctif : le sein augmente de volume (figure 5). Au cours du 5™ mois,
les bourgeons terminaux se transforment en alvéoles, la vascularisation de la glande
s’intensifie. Au 9™ mois, la sécrétion débute par la production du colostrum, liquide jaunatre
contenant des gouttelettes lipidiques et des débris cellulaires (dii a leur mode de sécrétion
apocrine). La glande mammaire n’achéve son développement qu’avec la 1 lactation, période
pendant laquelle les acini sont parfaitement différenciés. Lorsque la lactation est terminée, la

glande subit une involution avec une treés nette diminution de volume, caractérisée notamment

par une atrophie des structures épithéliales, un détachement des cellules sécrétrices de lait.

I- 1- d- Evolutions de la glande mammaire durant la vie génitale.

La prolifération et la différenciation des cellules épithéliales mammaires sont sous
controle hormonal. Les hormones d’origine hypothalamo-hypophysaire, ovarienne,
surrénalienne, placentaire et thyroidienne jouent un role complexe dans le développement de
la glande mammaire (figure 7A). Parmi elles, les oestrogeénes et la progestérone ont un role

clé dans le contrdle de la croissance. En effet, les cestrogénes, d'origine ovarienne, entrainent
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la croissance des canaux alors que la progestérone également d'origine ovarienne stimule le
développement des acini. Lors du cycle menstruel, la glande mammaire subit de légeres
modifications en fonction des phases du cycle et qui concernent surtout la morphologie de la
glande. Ces variations ont été divisées en cinq phases par Vogel et al., 1981, correspondant

aux stades du cycle menstruel (figure 7B):

phase proliférative (j3 a j7) : les cellules épithéliales se multiplient, le stroma est

trés dense et la lumiére des acini est réduite,

- phase folliculaire (j8 a j14) : les lobules sont de petites tailles, peu de mitoses dans
les cellules épithéliales,

- phase lutéale (j15 a j20) : elle est caractérisée par une dilatation de la lumicre des
acini, un épithélium quiescent,

- phase sécrétoire (j21 a j27): les cellules présentent une faible activité sécrétoire,

- phase menstruelle (j28 a j2) : elle se caractérise par la résorption de I’hypertrophie

par apoptose des cellules épithéliales.

Hypaothalamus : LHRH

A I B
t—Hypophy=a : F5H &t LH
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Figure 7: Role de I’axe hypothalamo-hypophysaire dans le contrdle du développement et de I’activité de la
glande mammaire. A. Représentation schématique de certaines imprégnations hormonales au niveau du sein. B.

Représentation schématique du cycle menstruel.
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A chaque fin de cycle menstruel, la glande subit une involution, la conduisant a son aspect
initial de glande non gestante.

Lors de la grossesse, I’activité proliférative est importante pendant les vingt premiéres
semaines. En effet, la grossesse s'accompagne d'une importante sécrétion d'cestrogénes et de
progestérone associée a celle de I'hormone placentaire lactogéne et de 'hormone chorionique
somatotrope. Au cours du dernier trimestre, on constate 1’accumulation de granules de
sécrétion dans les cellules épithéliales lobulaires. Le mésenchyme s’amenuise au fur et a
mesure du développement de 1’appareil sécrétoire. Aprés I’accouchement, sous 1’action de la
prolactine, les cellules épithéliales secrétent du lait. Les acini sont distendus par
I’accumulation des sécrétions dans la lumicre 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. Lors du sevrage, une stase lactée se fait, entrainant la dilatation et 1’éclatement
d’alvéoles ; la sécrétion lactée se tarit. Des phagocytes éliminent les restes de lait et le tissu
glandulaire involue partiellement. Cette atrophie des structures épithéliales est caractérisée
par le rétrécissement des lumiéres des canalicules, 1’épaississement de la membrane basale et
le tissu palléal devient hyalin. Le tissu conjonctif subit lui aussi des remaniements involutifs
touchant les fibres élastiques et collagéne aboutissant a une perte du tissu conjonctif de
soutien et & une augmentation du tissu adipeux. Ce processus d’involution n’est pas uniforme
dans tout le sein cependant la glande mammaire devra subir une nouvelle différenciation
avant d’étre a nouveau fonctionnelle durant la lactation suivante.

La ménopause, quant a elle, se caractérise par une raréfaction des acini suite a une chute des
taux d'cestrogéne et de progestérone. Les cellules épithéliales et myoépithéliales s'atrophient
alors que la membrane basale s'épaissit. Par ailleurs, le tissu conjonctif subit aussi une
évolution avec altération des fibres ¢lastiques et collageénes. Par conséquent, le sein va subir
des phénomeénes d’involution caractérisés par une atrophie des structures galactophoriques et

une hyalinisation du tissu palléal.

I- 1- e- La glande mammaire : un organe hautement controlé.
Le tissu sécréteur mammaire n’a qu’une existence transitoire et cyclique. Cette

fonction épisodique du sein avec ces phases successives de prolifération et d’involution, fait

que cet organe est hautement controlé. La croissance de la glande mammaire est sous controle
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d’hormones (les oestrogenes et la progestérone pour les essentielles) qui agissent de maniére
endocrine sur les cellules cibles, participant ainsi a ’homéostasie tissulaire du sein. De plus, il
est maintenant bien établi que chaque organe synthétise une partie essentielle des facteurs de
croissance dont il a besoin et qui agissent par des voies autocrines et paracrines et non plus
endocrines. A I’heure actuelle, un certain nombre de ces facteurs de croissance a été identifié
pour la glande mammaire. Enfin, la matrice extracellulaire est également essentielle a la
croissance, a ’activit¢ et a I’involution de la glande mammaire (Houdebine, 1997). Par
conséquent, la croissance normale de cet organe est controlée par une balance d’activités
biologiques entre facteurs stimulateurs et inhibiteurs de prolifération. Il s’agit de mécanismes
complexes comprenant des interactions directes cellules-cellules, cellules-matrice
extracellulaire et des interactions indirectes via les hormones et les facteurs de croissance.
Pour mieux comprendre comment est régulé cet organe, nous allons aborder ci-dessous les
différents ¢léments qui contribuent a cette homéostasie tissulaire, lesquels, nous le verrons
plus loin, sont connus pour étre les facteurs de la cancérogeneése mammaire. Notre attention
sera plus particulierement portée sur le réle des hormones, quant aux facteurs de croissance,
par souci de leurs interventions quasi permanentes au cours de la progression tumorale, ne

seront abordés ici que de facon succincte.

» Les facteurs de croissance :

Les facteurs de croissance sont définis comme des polypeptides de faible poids
moléculaire, qui se lient, sur les cellules cibles, a des récepteurs membranaires de hautes
affinités. Il s’ensuit une cascade de réactions enzymatiques intracellulaires destinée a
transmettre un signal au noyau. Puis la transcription des genes nécessaires a la prolifération
cellulaire est activée. Dans les conditions physiologiques, I’expression de ces facteurs de
croissance dans la glande mammaire normale est finement régulée assurant I’homéostasie des
tissus normaux. Nous avons ainsi choisi d’énumérer ces facteurs dans la table 1. Elle indique
les principaux facteurs de croissance impliqués dans la régulation de la croissance mammaire.
Ces facteurs jouant le réle d’oncogeéne au cours de la progression tumorale, nous détaillerons

de facon plus poussée leurs effets dans la partie « cancérogenése mammaire ».
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Nom du facteur Cellule productrice Effet
Epidermal Growth Factor cellule épithéliale stimulateur de la prolifération
(EGF)
Insulin-like Growth Factor-I cellule myoépithéliale et | stimulateur de la prolifération
(IGF-I) épithéliale
Transforming Growth Factor- cellule épithéliale stimulateur de la prolifération
alpha (TGF-a)
Fibroblaste Growth Factors cellule myoépithéliale, stimulateurs de la
(FGFs) ¢épithéliale et fibroblaste prolifération
Mammary Derived Growth cellule épithéliale stimulateur de la prolifération
Factor-1 (MDGF-1)
Transforming Growth Factor-beta cellule épithéliale inhibiteur de la prolifération
(TGF-B)
Insulin-like Growth Factor cellule épithéliale inhibiteurs de la prolifération
Binding Proteins (IGFBPs)
Mammostatine cellule épithéliale inhibiteur de la prolifération

© 2003 Tous droits réservés.

Table 1: Principaux facteurs de croissance impliqués dans la régulation de la prolifération des cellules
épithéliales mammaires normales. Etant donné que les IGFBPs sont capables de capturer les IGFs, modulant

ainsi leur présence dans les alentours de la cellule, nous les avons classés avec les facteurs de croissance.

> Les hormones :

Nous venons de le voir dans le paragraphe C, les oestrogenes sont impliqués dans la
stimulation de la croissance mammaire a la puberté et pendant la grossesse en stimulant la
croissance des canaux et en augmentant les récepteurs a la progestérone (Hansen & Bissell,
2000). II est clair, par ailleurs, que les oestrogénes eux-mémes ne sont pas de véritables agents
mitogénes pour les cellules épithéliales mammaires normales. Tout semble indiquer qu’ils
agissent par I’intermédiaire de mécanismes multiples, plus ou moins indépendants et indirects.
En effet, la synthése d’ADN est un événement précoce qui survient apres le traitement des
cellules par 1’oestradiol. Cette étape est précédée par I’activation de la transcription de
plusieurs génes précoces (comme fos, jun, myc, myb...) qui, a leur tour, vont permettre de
réguler la transcription d’autres genes. Cette signalisation hormonale passe par 1’utilisation de
récepteurs spécifiques. De nos jours, deux récepteurs aux oestrogeénes (RE) sont connus : le
REa (Greene ef al., 1986 ; Green et al., 1986) et le REB (Kuiper et al., 1996 ; Mosselman et
al., 1996). Ces récepteurs sont des membres de la superfamille des récepteurs nucléaires et ont

des structures fortement homologues (revue Laudet & Stéhelin, 1993 ; Laudet et al., 1993). Ils
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sont constitués de six domaines (notés de A a F) (figure 8) ou le domaine C est responsable de
la liaison a ’ADN (96% d’homologie) et le domaine E, responsable de la liaison du ligand
(58% d’homologie). On observe cependant une absence d’homologie au niveau du domaine
de transactivation AF-1. Les REa et REP pourraient ainsi activer des genes différents. Apres
liaison des oestrogenes, ces récepteurs sont capables de former des homodiméres ou des
hétérodimeres. Ils activent alors la transcription de génes cibles via leurs liaisons aux ERE
(¢lément de réponse aux oestrogenes) (Cowley et al., 1997 ; Pace et al., 1997). Bien que la
distribution et 1’expression in vivo de REa et REP soient en partie différentes, les deux
récepteurs sont colocalisés dans plusieurs tissus comme le sein, I’endometre, la prostate, les
testicules et les ovaires. De plus, le rapport REa/ RE semble plus ¢levé dans le tissu tumoral
que dans le tissu normal (Leygue et al., 1998). Pour Pujol ef al. (1998), ceci est a mettre en
relation avec une diminution de ’expression de I’ARNm de RE. Ces observations suggerent

que I’action des oestrogénes dans un tissu donné pourrait dépendre de 1’expression relative de

Domaine de liaison a1’ADN
et dimérisation

Domaine de liaison du ligand
AF-2, NLS, HSP-binding

AF-1 dimérisation
_ BN D G N
Vs ~
NH2 A B C D E F COOH

1 38 180 263 302 553 595

H_J

NLS

HSP-binding

Figure 8: Représentation schématique de 1’organisation structurale et fonctionnelle des récepteurs aux
oestrogénes (RE). AF : fonction d’activation transcriptionnelle ; NLS : signal de localisation nucléaire ; HSP-

binding : liaison aux protéines de choc thermique.
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ces deux récepteurs. Ainsi, il est connu que 1’oestradiol régule 1’expression de geénes codant
pour des facteurs de croissance, comme I’EGF (Dickson et al., 1986), le TGF-B3 (Arrick et al.,
1990), TGF-a (Bates et al., 1988), I'IlGF-II (Osborne et al., 1989), FGF-1 (El Yazidi et al.,
1998) et de leurs récepteurs (Dickson et al., 1990 ; Peyrat et al., 1991), de récepteurs des

hormones stéroides, tel que le RE, ou encore de composants des voies de transduction du

oestradiol

cellule
épithéliale

D

/

dégradation locale

de la MEC
l sensibilisation au
. .. MDGF1
régulation positive

du récepteur TGF-a
synthése de TGF-a

+

croissance des cellules épithéliales

+
synthése de collagene IV

.

régulation négative
du R-TGF-a

!

arrét de la prolifération cellulaire

Figure 9 : Action des oestrogénes sur la cellule épithéliale mammaire. Ce dessin tente de montrer que, par des
rétrocontrdles conduits par la cellule normale, I’homéostasie cellulaire est finement régulée. MEC : matrice

extracellulaire ; MDGF1 : mammary derived growth factor 1 ; TGF-a : transforming growth factor alpha ; R-

TGFa.: receptor-TGF-a..
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signal des facteurs de croissance (fos, cycline D1) (May & Westley, 1995). Par exemple, sous
I’influence des oestrogeénes, les cellules épithéliales synthétisent plus de TGF-a et le nombre
de leurs récepteurs augmente (figure 9). Dans le méme temps, les cellules épithéliales
deviennent plus sensibles vis a vis d’un autre facteur de croissance spécifique de la glande
mammaire, le MDGF1 (Mammary Derived Growth Factor 1). Le TGF-a, ainsi que ’EGF et
le MDGF-1 induisent la synthése locale de collagéne IV par les cellules épithéliales. Ce type
de collagene, lorsqu’il s’accumule, induit lui-méme une régulation négative du récepteur du
TGF-a. Un des rdles des oestrogeénes pourrait donc étre de provoquer une dégradation locale
de la matrice extracellulaire qui, elle-méme, permettrait aux récepteurs du TGF-a de
s’accumuler. De cette manicre, le systétme s’auto-limite puisqu’une augmentation de la
sensibilit¢ des cellules mammaires induite par les oestrogénes est suivie d’une
désensibilisation. Par conséquent, ces hormones ont un rdle essentiel dans la régulation de la
prolifération en provoquant I’accumulation de facteurs de croissance et de leurs récepteurs. En
paralléle, les oestrogénes ont une action indirecte sur la prolifération des cellules en stimulant
la synthése de protéases (tels que uPA, Cathepsine D) qui, en dégradant localement la matrice
extracellulaire, vont contribuer a la multiplication des cellules (Rochefort, 1992 ; Rochefort et
al., 2001). Comme nous le soulignerons plus loin, ces hormones stéroidiennes sont souvent

essentielles pour la croissance des cellules mammaires tumorales.

A coté des oestrogenes, la prolactine (ou PRL) est également un puissant facteur de
prolifération des cellules épithéliales mammaires in vivo (Nicoll & Bern, 1972). In vitro, elle
stimule la prolifération de la lignée cancéreuse mammaire T47D, mais elle n’est capable de la
stimuler in vivo qu’en présence d’oestradiol. Les récepteurs de la prolactine appartiennent a
une famille plus large comprenant le récepteur de I’hormone de croissance et des interleukines
2 et 4 et du GM-CSF (Kelly et al., 1991). On retrouve les récepteurs de la PRL sur des
membranes de cellules de cancer du sein dans environ 40% des cas, sans incidence
pronostique (DePlacido et al., 1990). L’insuline est aussi connue pour stimuler la prolifération
des cellules épithéliales mammaires in vitro et in vivo. Elle agit par I’intermédiaire des

récepteurs des IGFs (revue Strobl et al., 1995).
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I- 2- LA GLANDE MAMMAIRE TUMORALE.

I- 2- a- Histoire naturelle du cancer du sein.

Le cancer du sein est le premier cancer féminin dans la communauté européenne avec
environ 130.000 nouveaux cas par an et il s’agit de loin du cancer le plus fréquent chez la
femme. La fréquence du cancer du sein a justifi¢ 1’instauration a grande échelle de campagnes
de dépistage de masse organisées, et son diagnostic est effectué¢ par examen clinique,
mammographie et biopsie. Le but du dépistage du cancer du sein est de poser le diagnostic de
cancer le plus tot possible, quand la tumeur est petite et localisée au sein. Cette pathologie est
une maladie d’évolution relativement lente puisqu’il faut 6 a 8 ans pour qu’apparaisse, a partir
d’une cellule, une tumeur d’un volume de 2 cm’. L’évolution de ce cancer est dominée par le
risque d’apparition des métastases puisque, de nos jours, le cancer du sein métastatique est
presque constamment mortel. En effet, pendant cette phase infraclinique, il existe des
phénoménes d’invasion microscopique de la membrane basale qui font passer la tumeur d’un
état de carcinome in sifu a un état de carcinome invasif. Les cellules néoplasiques essaiment
de la tumeur primitive par voie lymphatique ou sanguine. De ce fait, les relais ganglionnaires
(figure 10) atteints par ces cellules tumorales sont: I’axillaire (qui comprend les relais

axillaires : inférieur, moyen, et supérieur), puis les chaines mammaires internes, et enfin le
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Figure 10 : Représentation schématique des relais ganglionnaires de la glande mammaire. Les ganglions
axillaires sont les relais lymphatiques traversés par les troncs axillaires et mammaires qui drainent ainsi par voies
lymphatiques les territoires du membre supérieur et du sein lui-méme. Cette image proviennent d’un site

Internet : http://home.tiscali.be/salvatore.murgo/anatomie.htm.
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sus-claviculaire en cas de tumeur externe. Cet envahissement ganglionnaire est un reflet du
potentiel métastatique et sa présence est corrélée a la taille de la tumeur et au grade
histologique. Outre ces relais ganglionnaires, les cellules néoplasiques peuvent essaimer
ailleurs, afin de donner ce que 1’on appelle des métastases a distances. Aujourd’hui, les sites
métastatiques les plus fréquents sont 1’os, le foie, les poumons et la plévre, la peau et le

cerveau, différents tissus ou I’irrigation est tres riche.

I- 2- b- Les types de cancer du sein.

On distingue les tumeurs bénignes, qui sont bien limitées et dont la croissance est
purement locale, des tumeurs malignes qui tendent a infiltrer et détruire les tissus adjacents
(figure 11A). Parmi les tumeurs bénignes, existent I’adénofibrome et la tumeur phyllode (3 a
4%) qui sont des tumeurs développées aux dépens des éléments de la glande mammaire, le
tissu conjonctif évoluant suivant le type fibreux. Quant a elles, la plupart des tumeurs
malignes du sein sont des adénocarcinomes développés soit a partir de 1’épithélium des
lobules glandulaires (carcinomes lobulaires) soit a partir de 1’épithélium des galactophores
(carcinomes canalaires) et représentent environ 98% des carcinomes mammaires. Dans de
rares cas, les cellules cancéreuses mammaires proliférent sans rupture de la lame basale, donc
sans infiltration du tissu conjonctif environnant par opposition au carcinome infiltrant (Saglier
& Antoine, 1996). Les tumeurs malignes ainsi formées sont appelées respectivement
carcinomes lobulaires in sifu et carcinomes canalaires in situ. Ces derniers sont définis comme
des « carcinomes des galactophores n’infiltrant pas le tissu conjonctif ». Il existe 4 types
architecturaux (massif, cribriforme, papillaire et comédo). Ils ne franchissent pas la lame
basale et leur pronostic sont excellents. Pour le carcinome lobulaire in situ, on le définit
comme un « carcinome intéressant les canalicules intralobulaires qui sont comblés et
distendus par une prolifération de cellules peu jointives sans envahissement du tissu
conjonctif voisin ». Il est volontiers bilatéral et évolue vers la forme infiltrante dans 20% des
cas. Dans la majorité des cas, la lame basale est partiellement ou totalement détruite, on
assiste alors a une infiltration du conjonctif. Les carcinomes les plus fréquents sont les
carcinomes canalaires invasifs (85%) et les carcinomes lobulaires invasifs (5%). Il existe aussi
des carcinomes infiltrants de formes particuliéres, plus rares, tels que les carcinomes
médullaires, les carcinomes mucoides (ou colloides), carcinomes tubuleux, les carcinomes

apocrines et maladie de Paget (tumeur du mamelon).

© 2003 Tous droits réserves. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Laurent Dollé, Lille 1, 2003

38
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Figure 11 : Représentation des différentes tumeurs de la glande mammaire. A. Schéma des principales tumeurs
observées chez les femmes. Cette représentation ne tient pas compte des proportions de chaque catégorie de
tumeurs. B. Diagramme représentant les diverses classes des carcinomes in situ. C. Diagramme représentant en
pourcentage les classes des carcinomes invasifs avec comme représentant majeur les carcinomes canalaires
invasifs. Les photos d’immunohistologie proviennent d’un site Internet (Web Path): http://www-medlib.

med.utah.edu/WebPath/TUTORIAL/BREAST/BREAST .html
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Les tumeurs malignes en dehors des carcinomes primitifs du sein sont rares, représentent
moins de 1% de toutes les tumeurs malignes du sein et constituent un groupe de lésions
disparates comportant les sarcomes phyllodes, les sarcomes mésenchymateux, les

angiosarcomes, les lymphomes malins non hodgkiniens primitifs du sien.

I- 2- ¢- Marqueurs utilisés.

Dans le cancer du sein, de trés nombreux facteurs pronostiques sont disponibles et on
peut les regrouper en 3 classes, en fonction de leur rattachement a la progression tumorale, a
la prolifération ou a la capacit¢ d’invasion et de dissémination. Devant 1’abondance de
données biologiques, il convient de distinguer les facteurs pronostiques utilisés en pratique
quotidienne et les facteurs non encore validés (recherche clinique). Parmi les facteurs

pronostiques, prédictifs de I’évolution métastatique, on distingue actuellement :

> Les facteurs cliniques et histologiques :

- I’age (avant la ménopause, le pronostic est d’autant plus mauvais que la patiente est jeune);

- le diamétre de la tumeur;

- I’envahissement ganglionnaire axillaire (3 groupes sont généralement admis : pNo ou N-, 1-
3 N+, >4 N+);

- le type histologique;

- le grade histopronostique de la tumeur (SBR : Scarff Bloom et Richardson) : il est fondé sur
le degré de différenciation de la tumeur, le pléiomorphisme de ses noyaux et I’activité
mitotique. Chaque élément est coté de 1 a 3, la somme va donc de 3 a 9 et permet le
classement en 3 catégories : I (3, 4,5), I1 (6, 7), III (8, 9).

- la présence d’embols tumoraux vasculaires.

> Les facteurs biologiques :

- le taux des récepteurs aux oestrogenes (RE) et a la progestérone (RP) présente une
information pronostique et il est trés utile en tant que facteur prédictif de réponse a la thérapie
hormonale. On distingue les tumeurs négatives et positives pour les récepteurs aux
oestrogenes et a la progestérone : <10 et > 10 fmol/ mg protéine, respectivement. Les taux de

récepteurs hormonaux sont les seuls a étre détectés en routine.
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D’autres marqueurs tissulaires ont été proposé€s mais ne sont pas utilisés dans la pratique. On
les classe comme suit :

- les marqueurs de développement précoce (récepteur de I’IGF ou du FGF),

- les marqueurs de développement tardif (récepteurs de I’EGF, erb-B2),

- les marqueurs de prolifération (phase S, Ki67, thymidine kinase, incorporation de
bromodéhoxyuridine (BrdU),

- les marqueurs de I’activité métastatique (protéases : cathepsine-D, activateur du
plasminogeéne et 1'un de ses inhibiteurs PAI-1; métalloprotéases: stromélysine III;
collagénases).

En pratique quotidienne, 1’évaluation pronostique repose essentiellement sur le statut
ganglionnaire (N), la taille tumorale (T), le grade histopronostique (GHP), 1’age et les

récepteurs hormonaux (RE, RPg).

Vue I’importance des facteurs pronostiques pour la caractérisation de la tumeur mammaire et
son traitement, la recherche de nouveaux facteurs est un point crucial dans le combat contre le
cancer et I’appréciation de leur réelle valeur prédictive est essentielle (pour revue : Sidransky,

2002).

I- 3- MECANISMES CELLULAIRES ET MOLECULAIRES DE LA
CANCEROGENESE MAMMAIRE .

Dans cette partie, nous tentons d’expliquer ce qu’est la cancérogenése mammaire.
Nous développerons donc les bases de ce processus et nous poursuivrons par les anomalies
génétiques qui sont couramment retrouvées dans le cancer du sein et qui représentent une des
causes de cette pathologie. La cellule cancéreuse maitrise I’expression de certaines protéines
qui lui autorisent de proliférer. L homéostasie tissulaire est déréglée et la cellule donne
naissance a des clones. Nous mettrons essentiellement en avant le role des facteurs de
croissance pour la cellule cancéreuse en dressant le bilan des principales activités connues.
Mais s’adapter a son microenvironnement pour survivre n’est pas suffisant. Entre autre, le
systeme immunitaire veille et la tumeur doit développer des stratégies pour y échapper. Nous
parlerons consécutivement, de 1’implication des interactions cellulaires au cours du devenir
tumoral, et de la nécessité pour la tumeur, de moduler dans le temps et dans ’espace, les

systemes d’autocrinie et de paracrine.
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I- 3- a- Une origine multifactorielle.

La cancérogenése mammaire est un phénoméne complexe, multifactoriel, impliquant
plusieurs geénes, dans les formes héréditaires (anomalies génétiques constitutionnelles) comme
dans les formes sporadiques (anomalies génétiques somatiques). Pour schématiser, on peut la
décrire comme le résultat d’une succession d’étapes faisant évoluer une cellule normale en
cellule cancéreuse (pour revues : Lakhani, 1999 ; Polyak, 2001 ; Fey, 2002 ; Sidransky, 2002)

(figure 12). Ce processus d’évolution est permis par I’altération progressive de I’expression de
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Figure 12 : La cancérogenése mammaire est un processus d’accumulations d’altérations géniques qui transforme
une cellule normale en une cellule tumorale. Une mutation (rectangle noir) peut apparaitre lors de la mitose
permettant ainsi a la cellule concernée un avantage (la production d’un facteur de croissance par exemple) vis a
vis des voisines. Les cellules filles, issues de cette cellule, vont croitre en clone et peuvent acquérir a nouveaux

d’autres avantages lors de mutations additionnelles (rectangles rouge et blanc) au cours de leurs futures mitoses.
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geénes favorisant (oncogénes) ou au contraire empéchant (anti-oncogeénes ou suppresseurs de
tumeurs) le développement cancéreux (Macleod, 2000). Ainsi, toutes ces altérations dans une
cellule peuvent lui permettre d’acquérir des avantages vis a vis de ces voisines. Ces acquis
vont étre transmis de cellule fille en cellule fille favorisant la croissance clonale de cette
parenté de fagon plus efficace par exemple par rapport aux autres. Les mutations peuvent
toucher les chromosomes (nombre de copies aberrant, translocations, délétions, perte
d’hétérozygotie, extension des télomeéres), ’ADN (mutations ponctuelles, altérations des
microsatellites, événements épigénétiques), ’ARN (sous ou surexpression, mutations), et les
protéines (altérations ou modifications structurales, changement d’activité enzymatique,
localisation, altération du pattern d’expression). Par ailleurs, comme nous le verrons plus loin,
les modifications génétiques les plus fréquemment observées sont les pertes d’hétérozygotie
(LOH) concernant soit le chromosome ou un bras du chromosome (1, 3p, 6q, 7q, 8p, 11, 13q,
16q, 17, 18p et 22q) (Bieche & Lidereau, 1995 ; Bieche ef al., 1999). Les modifications les
plus fréquemment observées dans le cancer du sein sont des amplifications d’oncogenes, et
des mutations ou des délétions de suppresseurs de tumeurs. Cependant de nombreuses
modifications géniques ont été décrites dans les cancers du sein (Oudard, 1997). Le nombre
d’oncogenes et d’anti-oncogeénes recensé ne cesse d’augmenter ; ils codent des protéines
impliquées dans de nombreuses cascades de transduction telles que les ligands et les
récepteurs aux facteurs de croissance, les facteurs de transcription ou encore des protéines
régulatrices du cycle cellulaire. L hétérogénéité des cancers du sein aux niveaux clinique,
histologique, biologique et évolutif implique qu’il n’existe pas une seule voie menant a la
carcinogenése mammaire, mais probablement plusieurs chemins, avec des étapes différentes.
Le cancer n’est donc pas un état statique, mais un processus pathologique évolutif, perpétré
par un clone ou plusieurs clones de cellules ayant acquis des altérations moléculaires leur

permettant d’échapper aux régles régissant 1’organisation tissulaire normale (figure 12).

En schématisant a I’extréme, pour que la vie d’une cellule se déroule de fagon
harmonieuse, il faut que I’intégrit¢ des genes (supports passifs de 1’information) soit garantie
et que la synthése et la maturation des protéines (principes actifs) soient finement régulées.
Or, dans le processus de cancérogenese, c’est justement le déréglement de ces mécanismes
qui conduit a la mort de I’individu. La nature des geénes impliqués dans la progression

tumorale confert aux cellules certaines capacités (Hanahan & Weinberg, 2000) qui sont :
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- de croitre en ’absence de stimulus externe,

- d’échapper a la mort par apoptose (ou mort cellulaire programmée),

- de se répliquer de facon indéfinie (immortalité cellulaire),

- de favoriser I’angiogen¢se de la tumeur,

- d’envahir les tissus adjacents et de métastaser,

- d’étre insensibles aux rétrocontrdles qui visent a modérer la prolifération cellulaire.

- d’échapper a la surveillance immunitaire

I- 3- b- Les anomalies génétiques.

> Amplification et surexpression d’oncogénes :

Il existe quatre types d’altérations génétiques : les mutations (échange d’un ou de
plusieurs nucléotides), les délétions (perte d’une partie d’un gene), les amplifications
(multiplication d’une partie d’un gene) et les translocations chromosomiques (assemblage
chimérique de deux geénes). Les altérations génétiques peuvent concerner la partie régulatrice
ou la partie codante du gene. Dans les cancers du sein, I’activation des oncogeénes par
amplification génique a ét¢ fréquemment décrite (Bieche & Lidereau, 1997) ; les mutations
ponctuelles, les insertions ou les réarrangements géniques ont été moins observés. Une
amplification génique est généralement associée a des niveaux élevés d’expression d’ARNm
et de protéine. Cependant, il existe des cas de surexpression sans amplification du géne. Les
amplifications les plus fréquentes concernent 3 oncogénes. L’oncogéne myc est I’un des
premiers proto-oncogene étudié. Il est localis¢ en 8q24, et code pour un facteur de
transcription impliqué a la fois dans la croissance, la différenciation et I’apoptose (revue Nass
& Dickson, 1997). Sa fréquence d’amplification varie de facon importante (de 4 a 40% des
cas , 15% en moyenne) (Varley et al., 1987 ; Berns ef al., 1992). Elle semble plus fréquente
en cas d’atteinte ganglionnaire axillaire, ou de grade histopronostique élevé. Cependant, il
semble que des événements additionnels a ’amplification de myc soient nécessaires a la
tumorigenése mammaire. En effet, des souris transgéniques ne développent des tumeurs
clonales qu’aprés une longue période de latence (Stewart et al., 1984). Le deuxiéme
oncogene, le plus souvent amplifié dans les tumeurs mammaires, est ccdnl. Ce géne code
pour une protéine appartenant a la famille des cyclines : la cycline D1 (ou Bcll ou encore
PRADLI) et il est localisé en 11q13. Il s’agit d’'une famille de protéines qui agissent comme

¢lément central du cycle cellulaire, en régulant 1’activité de leurs partenaires, les kinases
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cyclines dépendantes, avec pour conséquence, le passage en phase G1/S ou G2/M (Bartkova
et al., 1994). Ce geéne est amplifi¢ dans 20% des carcinomes mammaires (Gillet et al., 1994 ;

Buckley et al., 1993) mais la protéine peut également se trouver surexprimée (revue

hormones
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facteurs de croissance  facteurs systémiques
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Figure 13 : Schéma hypothétique des anomalies génétiques au cours de la cancérogenése mammaire (figure
résumant les revues : Biéche & Lidereau, 1997 ; Lakhani, 1999 ; Polyak, 2001). HyperM. : hyperméthylation ;
Ampl. : amplification ; LOH : loss of heterozygoty.

Hosokawa & Arnold, 1998). Le proto-oncogéne c-erbB2 (ou encore HER2) est I’homologue
humain du géne neu isolé de cellules de neuroblastomes induites chez le rat, et représente le
troisieme oncogene le plus fréquemment amplifié dans les tumeurs mammaires. Il fait partie
de la famille des génes des récepteurs de facteurs de croissance de type I a laquelle appartient
le récepteur de ’EGF (Erb-B1). Erb-B2, a été isolé en 1992 et appartient d’ailleurs a la
famille de ’EGF (Holmes et al., 1992). 11 est localisé en 17q21-22 et joue un réle important

dans le développement et la progression des tumeurs mammaires. Il est amplifi¢ et ou
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surexprimé dans 10 a 46% des cas. Cette amplification est accompagnée d’une surexpression
de PARNm et de la protéine (Révillion et al., 1998). Les ¢études ont montré que cette
amplification était corrélée a des parametres histologiques ou biologiques d’agressivité, tels
qu’un grade histologique ¢élevé, 1’absence de récepteurs a I’estradiol. Cette amplification
semble plus fréquente dans les cancers canalaires in situ (42-45%) par contre elle n’existe
pratiquement jamais en cas de forme lobulaire (invasive ou in situ).

Nous venons de montrer, que des modifications au niveau de ces oncogenes se traduit par des
sites d’expression aberrants ou des niveaux d’expression anormalement élevés, et en
conséquence, par des gains de fonction tendant a favoriser la prolifération cellulaire pour les
cellules tumorales. La mise en évidence et I’étude des genes suppresseurs de tumeurs sont
plus récentes, et tendent a montrer leur intervention dans la carcinogenése au méme titre que

les oncogenes.

» Inactivation de génes suppresseurs de tumeurs :

Les genes suppresseurs de tumeurs agissent a différents niveaux de la vie de la cellule.
Communément, on les subdivise selon leur fonction, en garants de la stabilit¢ du génome
(caretakers), les inhibiteurs de la croissance cellulaire au sens large (gate-keepers) et les
modulateurs du microenvironnement cellulaire (landscapers). Ces génes comme le gene rb,
ou le géne p53 agissent de mani¢re récessive puisque leurs inactivations nécessitent
I’altération des deux alleles (Knudson, 1993). Plusieurs mécanismes peuvent étre a 1’origine
de cette inactivation. Actuellement, les LOH, les mutations et les altérations épigénétiques
représentent les 3 événements les plus observés dans le cancer du sein lors de 1’inactivation de
genes suppresseurs de tumeurs. Certaines pertes d’hétérozygotie (ou perte d’alléles) ont été
mises en ¢vidence sur l’ensemble du génome des cellules cancéreuses mammaires.
Cependant, certaines régions semblent plus fréquemment concernées, parmi lesquelles on
peut citer les bras longs des chromosomes 1, 6, 7, 8, 11, 16, 17, 18 et 22 et les bras courts des
chromosomes 1, 3, 11 et 17 (Bieche & Liderau, 1995, 1997). 1l existe souvent plusieurs
régions délétées sur un méme bras de chromosome ce qui implique vraisemblablement la
participation de plusieurs génes suppresseurs.

Des mutations ponctuelles sont également impliquées dans le processus de cancérisation
inactivant les caretakers par exemple. Ainsi des mutations du geéne p53 (localisé dans la
région 17q13), considéré comme 1’un des gardiens du génome, sont retrouvées dans environ

15 a 60% des cancers du sein (Hollstein et al., 1991 ; Bautista et al., 1997 ; Ashcroft &
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Vousden, 1999). La mutation ponctuelle conduit au remplacement d’un acide aminé par un
autre dans la séquence de la protéine p53. Cette mutation est retrouvée le plus souvent quand
le deuxiéme alléle a disparu par délétion. Ceci entraine une perte de fonction normale de p53.
Cette protéine joue un role majeur dans le controle du cycle cellulaire, de la réparation et de la
synthése de I’ADN, de la différenciation et de la mort programmée. Son inactivation peut
augmenter le pool de cellules en phase de prolifération ainsi que la probabilit¢ de leur
transformation maligne par inhibition du processus de 1’apoptose. La transfection du géne p53
normal dans des cellules cancéreuses mammaires, inhibe leurs divisions, démontrant son role
suppresseur (Greenblatt et al., 1994). Par ailleurs, un niveau d’expression élevé de cette
protéine est de mauvais pronostic (Peyrat ef al., 1998). De plus, une perte d’hétérozygotie au
niveau de la région 17q13, ou se situe le géne p33, est retrouvée dans plus de la moitié des cas
étudiés.

Le geéne rb (localisé au niveau de la région 13ql4), premier géne suppresseur de tumeur
découvert, est impliqué dans le rétinoblastome de I’enfant. Il code pour une protéine de 105 a
110 kDa, impliquée dans le contréle de la croissance cellulaire et du cycle cellulaire et qui
peut se lier a différentes protéines cellulaires, dont les cyclines D. On retrouve une perte
d’hétérozygotie au niveau de la région 13q14 ou au niveau du geéne b lui-méme dans environ
30% des cas. Dans environ 20% des cas, on retrouve une anomalie structurale du geéne, sous
forme de microdélétion ou de mutation. De plus, une perte d’expression de la protéine dans 15
a 30% des cas est également constatée.

Parmi les /and-scapers, la cadhérine E et le CD44 sont les exemples les plus couramment
usités. La cadhérine E est une molécule d’adhérence intercellulaire des tissus épithéliaux.
CD44 est quant a elle, en plus, impliquée dans de nombreux processus de signalisation (Naot
et al., 1997). L’expression de la cadhérine E, dans les adénocarcinomes, est inversement
corrélée a I’invasivité de ces tumeurs (Heimann et al., 2000). Des mutations du gene ont été
décrites dans des lignées de cancers du sein, comme dans des tumeurs, en particulier de forme
lobulaire. Ce gene est localisé¢ en 1622, région qui présente assez fréquemment des pertes
d’hétérozygotie (revue Berx et al., 1998). Pour CD44 il est aussi montré de hauts taux

d’expression dans de nombreuses cellules tumorales (Naot et al., 1997).

6INK4a KIP1

Les protéines pl et p27- ", dont les geénes sont localis¢ en 9p21 et 12pl2
respectivement, sont des inhibiteurs spécifiques de kinases dépendantes des cyclines et sont
impliquées dans la régulation du cycle cellulaire faisant ainsi partie des gate-keepers (pour
revue Sandhu & Slingerland, 2000). 11 existe des délétions du géne pl6™** dans 46% des

lignées étudiées (revue Tsihlias ef al., 1999) de méme pour le géne p27.
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Comme I’illustre la figure 13, les altérations génétiques (mutations, délétions, amplifications
et translocations chromosomiques) développeraient le cancer, et favoriseraient la progression
tumorale. Le plus souvent, ces altérations touchent les oncongenes et les génes suppresseurs
de tumeurs conduisant la cellule tumorale vers un statut de plus en plus agressif. Ces
altérations meénent a des désordres protéiques d’ordre qualitatif et/ou quantitatif au sein des
cellules cancéreuses, se traduisant par des gains et des pertes de fonctions biologiques. Mais
lors du processus de cancérogenese, d’autres altérations peuvent avoir lieu, et en particulier
des altérations épigénétiques. En effet, I’empaquetage de I’ADN dans le noyau, sous forme de
chromatine, joue un role essentiel dans la régulation de 1’expression génique (revue Davie et
al., 1999), et tend a montrer son role dans les modifications de ’ADN observées dans les
cellules cancéreuses, expliquant ainsi la levée d’inhibition pour certains génes ou 1’effet
inverse pour d’autres. Nous allons étudier successivement et succinctement I’exemple de
I’acétylation et de la méthylation comme étant les altérations épigénétiques les plus
fréquemment retrouvées dans les tumeurs mammaires.

Le degré d’acétylation des histones (protéines impliquées dans la structure de la chromatine)
influence la compaction de la chromatine, et régule ainsi 1’acces des facteurs généraux de
transcription a I’ADN et, par conséquent, ’activité génique (Kouzarides, 2000 ; Rountree et
al., 2001). Les histones acétyl-transférases (HAT) et les histones déacétylases (HDAC) sont
respectivement les enzymes impliquées dans ces processus, de facon positive et négative.
Dans une cellule normale, plus les histones sont acétylées et plus cette acétylation crée une
configuration accessible de ’ADN facilitant ainsi I’activité transcriptionnelle des génes cibles
des HATs. Par contre, la déacétylation des histones, se trouvant proches de régions
promotrices, facilite la compaction de I’ADN au détriment de la transcription.

L’autre mécanisme de régulation épigénétique est la méthylation des cytosines regroupées
sous la forme d’ilots CpG dans des zones d’activation (promoteurs) de la transcription de
certains genes (Counts & Goodman, 1995 ; Rountree et al., 2001 ; revue Davie et al., 1999 ;
Yang et al., 2001 ; Widschwendter & Jones, 2002). A 1’aide d’un exemple connu, nous allons
illustrer I’importance de I’état de méthylation dans les cancers. Il a ét¢ montré que la perte de
I’expression du geéne /4-3-30 est I’événement moléculaire le plus commun observé dans les
biopsies tumorales (Nacht et al., 1999). De plus, Ferguson et al. (2000) ont montré que cette
perte d’expression n’était pas majoritairement attribuée au LOH ou a des mutations au niveau
de ce geéne, mais ¢était le fruit d’'une hyperméthylation de ce locus. La protéine cytoplasmique
14-3-3 o, est responsable du point de controle en G2/M. Lors des dommages a I’ADN, elle

séquestre le complexe cdc2-cycline B1 ; ceci empéche ce complexe cdc2-cycline B1 d’entrer
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dans le noyau, lieu ou cette machinerie protéique débuterait la mitose, permettant ainsi de
réparer I’ADN. Par conséquent, la perte d’expression de ce géne joue un réle important dans
le cancer, puisqu’il peut faciliter ’accumulation de dommages a I’ADN conduisant a la
transformation maligne. A c6té de cet exemple, aujourd’hui d’autres genes, dont la perte
d’expression va de paire avec 1’état de méthylation, sont identifiés, tels que : cadhérine E, RE,
cycline D2, p16, MDGI, BRCAL.

Avec cette vue d’ensemble, on constate que les données scientifiques suggerent que la perte
de I’expression d’un geéne est associée a 1’évolution du cancer. Néanmoins, les mécanismes
par lesquels les altérations épigénétiques ont lieu sont encore peu connus. Cependant, les
protéines intervenant dans ces modifications d’empaquetage de I’ADN semblent représenter
un nouvel aspect thérapeutique pour lutter contre les cancers. Outre les altérations observées
au niveau des geénes suppresseurs de tumeurs, d’autres genes sont, eux aussi modifiés au cours
de la cancérogenese mammaire. L immortalisation est la capacité d’une cellule & surmonter
les étapes de sénescence. Une cellule normale est mortelle puisqu’elle ne peut se diviser in
vitro qu’un certain nombre de générations données selon le type cellulaire. Par contre, les
cellules tumorales ne connaissent pas cette limite. L’une des molécules impliquées dans ce
processus est la télomérase qui assure le maintien de la longueur et de l’intégrité des
télomeres des chromosomes. Quasiment absente dans les cellules normales, elle est exprimée
voire surexprimée dans la plupart des tumeurs (Autexier & Greider, 1996 ; Campisi, 2001).
Les cancers peuvent étre aussi dlis a un défaut de la régulation de la synthése des protéines.
Cette synthese s’effectue en deux étapes : la transcription qui conduit de I’ADN génomique a
I’ARNm. A ce niveau, interviennent les facteurs généraux de la machinerie transcriptionnelle
et tout un ensemble d’activateurs et de répresseurs spécifiques d’un type cellulaire ou d’un
tissu donné. L’ensemble des ARN transcrits (le transcriptome) a partir des genes d’une cellule
est ensuite traduit en protéines au cours du processus de traduction (donnant le protéome).
Enfin, certaines protéines doivent étre activées par des modifications post-traductionnelles
(repliements particuliers, glycosylation, phosphorylation...). Dans tous ces processus, des
altérations peuvent, par conséquent, modifier les différents phénomenes biologiques. C’est en
fonction du cumul de ces phénomeénes que le cancer se limitant, tout d’abord, a quelques
cellules tumorales (carcinomes in situ), peut s’étendre aux tissus adjacents (invasion locale)

puis gagner éventuellement tout I’organisme (invasion a distance, formation de métastases).
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I- 3- c- La croissance des cellules tumorales.

Dans la premicre partie, nous avons essentiellement accordé de I’importance aux
hormones dans leur role de régulateur de la croissance des cellules normales et abordé
succinctement celui des facteurs de croissance. Ainsi, pour cette cellule normale, ces 2
molécules lui sont indispensables pour vivre et sont soumises a une régulation fine pour
I’équilibre de 1’homéostasie tissulaire. Pour la cellule cancéreuse, ce n’est pas le méme
scénario. Ils sont tout aussi nécessaires, mais leur exigence, leur expression et la sensibilité a
ces facteurs, différent dans le temps et dans I’espace, pour une tumeur donnée. Dans cette
partie, nous développerons uniquement les facteurs de croissance. A coté de ces facteurs, le
microenvironnement, aux alentours de la tumeur, joue également un role non négligeable au
cours de la progression tumorale et terminera ce paragraphe.

Depuis longtemps les oestrogénes ont été considérés comme les principales hormones
impliquées dans la tumorigenese de la glande mammaire (Gardner et al., 1959), néanmoins,
on sait aujourd’hui que de nombreux facteurs de croissance (tels I’EGF, les IGFs, les FGFs)
sont aussi impliqués dans ce processus (figure 14) (Ethier, 1995). Parmi ces facteurs de
croissance, on distingue ceux qui régulent positivement la croissance des cellules épithéliales
(Dickson et al., 1992) de ceux qui ont un effet inhibiteur sur la prolifération (revue

Rouayrenc, 1997 ; Le Bourhis et al., 2000).

» Les facteurs de croissance inhibiteurs :

Les Transforming Growth Factor B (TGFB1, B2 et B3) sont des facteurs de croissance
impliqués dans la prolifération et la différenciation cellulaires. Les lignées cellulaires MCF-7,
T47D et MDA-MB-231 sécrétent le TGFp, et dans les cellules hormono-sensibles, cette
sécrétion est inhibée par les oestrogénes et activée par les anti-oestrogenes (Mirza, 1991 ;
Benson et al., 1996). Cependant, la plupart des lignées cellulaires dérivées de tumeurs
mammaires humaines invasives sont plus ou moins sensibles, voire méme résistantes a 1’effet
inhibiteur du TGFf alors que celui-ci est capable de stimuler la croissance des fibroblastes
(Knabbe et al., 1987 ; Arteaga et al., 1988 ; Zugmaler et al., 1989). De plus, le TGF[3 semble
contrdler la communication paracrine entre cellules tumorales et fibroblastes en stimulant la
synthése de protéases par les fibroblastes (collagénases, uPA, stromélysine) facilitant ainsi la
dégradation de la matrice extracellulaire (Basset et al., 1990 ; Wolf et al., 1993). Le TGFf

appartient a la méme famille que ’EGF et il est sécrété par les lignées de cellules de cancer
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du sein, agissant de maniére autocrine sur les cellules productrices, ou de maniére paracrine
sur les cellules voisines.

Les Insulin-like Growth Factors (IGFs) sont des mitogenes potentiels pour les cellules
cancéreuses du sein dont la disponibilité¢ est régulée par les Insulin-like Growth Factor

Binding Proteins (IGFBPs). In vitro, toutes les cellules cancéreuses mammaires sécretent des
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Figure 14: Régulation de la croissance de la cellule mammaire tumorale. Ce schéma résume les diverses
interventions des principaux facteurs impliqués dans la prolifération maligne. A savoir : les oestrogénes, les
facteurs de croissance et le microenvironnement symbolisé par la cellule mammaire normale, le fibroblaste, la
cellule myoépithéliale et la matrice extracellulaire. Cet ensemble cellulaire et moléculaire est le site primitif des

cellules transformées, toutefois, il devient nécessaire de le remodeler pour survivre.

IGF-BPs alors que dans les tumeurs sont exprimées préférentiellement les IGFBP-1 et —7

(Figueroa et al., 1992 ; Burger et al., 1998). La fonction de ces protéines dans la régulation de
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la prolifération des cellules tumorales mammaires est encore mal comprise, mais ces protéines
semblent pouvoir agir d’'une mani¢re dépendante et indépendante des IGFs (revue Le Bourhis
et al.,2000).

Le Mammary Derived Growth Factor Inhibitor (MDGI) est fortement exprimé lors de
la lactation dans les cellules épithéliales au niveau desquelles il serait impliqué dans le
processus de différenciation. In vitro, il inhibe la croissance des cellules épithéliales humaines
normales et tumorales (Lehmann ez al., 1989).

I1 existe d’autres molécules responsables de I’inhibition de la prolifération des cellules
épithéliales telles que les mammostatines qui ne sont sécrétées que par les cellules épithéliales
normales et qui agissent sur les cellules cancéreuses mammaires. Une autre molécule connue
pour inhiber la prolifération est le TNFo (Tumor Necrosis Factor-alpha) qui est cytotoxique
pour les cellules épithéliales malignes alors qu’il affecte peu la viabilité des cellules normales.
Certaines interleukines (IL) sont classées dans cette liste d’inhibiteurs de prolifération,
comme les IL-1, -4, -6 et —8. Elles sont produites par les cellules normales et tumorales, et,
par exemple, I’'IL-6 inhibe seulement la croissance des lignées cellulaires de cancer du sein

hormono-sensibles (revue Le Bourhis et al., 2000).

> Les facteurs de croissance activateurs :

Les Insulin-like Growth Factors comme IGF-I et IGF-II sont de puissants mitogenes
pour les lignées cellulaires tumorales mammaires hormono-sensibles ou non qui expriment
leur récepteur (Peyrat et al., 1990). L’IGF-I sécrété par les fibroblastes du stroma agit de
maniére paracrine sur les cellules épithéliales et sa présence dans le plasma augmente chez les
patientes atteintes d’une tumeur mammaire primaire par rapport aux sujets sains (Peyrat et al.,
1993). L’IGF-II peut étre sécrété par les lignées cellulaires tumorales hormono-dépendantes
T47D et MCF-7 sous I’influence des oestrogenes (Yee et al., 1989).

Le Platelet-derived Growth Factor (PDGF) est synthétisé par les plaquettes, mais aussi
par les fibroblastes. Il présente deux sous unités protéiques : la sous unité A et la sous unité B,
et il agit sous forme d’homodimeres (AA, BB) et d’hétérodimeres (AB). Les cellules
tumorales humaines T47D expriment les récepteurs du PDGF (o et ) et sont stimulées par le
PDGF-AA et le PDGF-AB. Contrairement aux cellules mammaires normales qui sécrétent
préférentiellement le PDGF-AA, les cellules tumorales sécrétent surtout le PDGF-BB
(Bronzert et al., 1987).
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L’Epidermal Growth Factor (EGF) régule le développement de la glande mammaire
de souris in vivo et in vitro (Vonderhaar, 1987 ; Coleman & Daniel, 1990) et stimule la
prolifération des cellules épithéliales mammaires tumorales in vitro. L’EGF et le TGF-
o agissent par Dl’intermédiaire du récepteur tyrosine kinase de I’EGF, I’EGF-R, dont
I’expression est détectée ou élevée dans 20 a 40% des tumeurs mammaires.

La famille des Fibroblast Growth Factors (FGFs) comprend plus d’une vingtaine de
membres qui présentent 40 a 50% d’homologie. Les génes de FGF les plus souvent exprimés
dans les cellules tumorales mammaires sont le FGF-1 et le FGF-2 (Peyrat et al., 1991). Les
cellules MCF-7 surexprimant le FGF-4 acquicrent la capacité de former des tumeurs apres
transplantation dans des souris immunodéprimées sans supplémentation par des oestrogenes,
et on note une augmentation de fréquence des micrométastases. La surexpression du FGF-4
induit dans les lignées cellulaires de cancer du sein une résistance aux effets anti-prolifératifs
du tamoxiféne (Kern et al., 1994). Certaines lignées tumorales mammaires sécrétent du FGF-
1 et 2 (El Yazidi & Boilly-Marer, 1995 ; El yazidi et al., 1998). Le FGF-2 stimule la
prolifération des cellules épithéliales mammaires tumorales MCF-7 et T47D (Dickson et al.,
1992).

L’Hepatocyte Growth Factor/ Scatter Factor (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 angiogene, motogeéne, mitogene et anti-apoptotique. 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 1’invasion des cellules cancéreuses ainsi que
I’angiogenese en agissant sur les cellules endothéliales (Nakamura et al., 1997). Dans les
cancers du sein, la quantit¢é 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).

Récemment le Nerve Growth Factor (NGF) a été découvert dans notre laboratoire
comme un facteur de croissance agissant sur la glande mammaire; il y a 2 activités
biologiques distinctes : un effet mitogéne (Descamps et al., 1998) et un effet anti-apoptotique

(Descamps et al., 2001a). De plus amples détails sont définis dans le chapitre 3.
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> Importance du microenvironnement :

Outre les hormones et les facteurs de croissance, le microenvironnement joue un role
fondamental dans la croissance des cellules malignes (figure 14). En effet, il a été démontré
que les interactions entre cellules tumorales et cellules normales influencent la croissance,
I’invasion et la métastase des cellules tumorales (Hanahan & Weiberg, 2000 ; Matrisian et al.,
2001 ; Imagawa et al., 2002 ; Toillon et al., 2000, 2002). Un exemple est illustré par la
leptine. Cette protéine est produite par les adipocytes, et stimule 1’invasion des cellules
cancéreuses coliques via la signalisation de la phosphoinositide 3-kinase (PI3-K) (Attoub et
al., 2000). De méme, les cellules myoépithéliales peuvent elles aussi agir sur les cellules
tumorales, plus exactement, ces cellules agissent sur le pouvoir invasif des cellules
cancéreuses et sur 1’angiogenese autour de la tumeur. En effet, il est montré que ces cellules
myo¢pithéliales produisent et secrétent la maspine, qui inhibe a son tour I’invasion tumorale
(Sternlicht et al., 1997). Elles sont également capables de relarguer dans le milieu les parties
solubles et tronquées des récepteurs CD44 qui inhibent 1’angiogenése (Sternlicht et al., 1997 ;
Xiao et al., 1999 ; Alpaugh et al., 2000 ; Nguyen et al., 2000 ). Les molécules les plus
connues sont ’activine (Liu et al., 1996), la relaxine (Bani et al., 1994), et la maspine (Zou et
al., 1994). Dans les cancers du sein, les cellules tumorales induisent une activation des
fibroblastes en myofibroblastes, a I’aide du TGFB, qu’elles libérent dans Ie
microenvironnement. En effet, durant la progression tumorale, le pourcentage et la
localisation des myofibroblastes changent avec une tumeur donnée. Dans les tumeurs
mammaires invasives, ces cellules sont trouvées en plus grandes proportions que dans les
tumeurs mammaires in situ. En retour, les myofibroblastes sécrétent de nombreux facteurs tels
que des protéines de la matrice extracellulaire, des protéases et des facteurs de croissance qui
favorisent le développement cancéreux (Tlsty & Hein, 2001 ; Elenbaas & Weinberg, 2001 ;
De Wever & Mareel, 2002). Par ailleurs, de nombreux signaux inhibiteurs sont produits par
les cellules normales pouvant maintenir 1’homéostasie tissulaire et inhiber le développement

tumoral (Toillon et al., 2000, 2002).

© 2003 Tous droits réserves. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Laurent Dollé, Lille 1, 2003

54

I- 3- d- Interactions cellule-cellule et cellule-matrice au cours de la progression

tumorale.

Nous venons de le décrire, le développement tumoral est causé par une accumulation
d’altérations génétiques conduisant a 1I’hétérogénéité des cellules cancéreuses dans une méme
tumeur. De plus, a ces modifications géniques viennent s’ajouter les modifications
épigénétiques. Outre 1’implication des facteurs de croissance et des hormones, la constitution
d’un cancer requiert non seulement qu’'une cellule devienne cancéreuse, mais encore qu’elle
bénéficie d’un environnement favorable a son développement et & sa progression vers un
phénotype métastatique, qui résulterait d’une communication aberrante entre les cellules
tumorales et leur microenvironnement (Ronnov-Jenssen et al., 1996 ; Park et al., 2000 ; Liotta
& Khon, 2001). Cette progression tumorale ne dépend pas uniquement des cellules
cancéreuses elles-mémes, ou encore des cellules environnantes avec leurs facteurs secrétés,
mais elle est également sous l’influence de la matrice extracellulaire (MEC) et des
mécanismes d’adhérence entre les cellules (revue Bissell & Radisky, 2001 ; Chrenek et al.,
2001). La cellule tumorale doit donc jouer sur ces deux tableaux pour acquérir un phénotype
« mobile » afin d’envabhir le tissu sous jacent. Pour schématiser, les molécules d’adhérence
intercellulaire sont regroupées en 4 familles : les cadhérines, les I-CAMs, les intégrines et les
sélectines (Humphries & Newham, 1998). Toutes ont des roles bien définis, mais ne seront
pas détaillés dans ce travail. L’accent sera mis sur la seule expression des cadhérines et des
intégrines dans le cadre de la cellule tumorale au cours de la progression tumorale (revue
Pignatelli, 1998). Quant a 1a MEC, elle comprend différents types de collagénes associés entre
eux et interagissant avec des glycoprotéines (fibronectine, laminine...) et des protéoglycannes
(syndécan, perlécan...) (Judware & Culp, 1997 ; Praillet et al., 1998 ; Serenella et al., 2002).
Cet ensemble, MEC et molécules d’adhérence (cadhérines et intégrines), joue un rdle critique
dans la maintenance de I’intégrité du tissu et de son organisation normale. Il est a noter que la
dégradation de cette MEC, par des enzymes spécialisées, est considérée comme une étape
nécessaire pour I’invasion et les métastases des cellules malignes. En effet, une corrélation
existe entre la quantit¢ d’enzymes protéolytiques exprimée par les tumeurs et leur
comportement invasif. Ainsi, une expression ¢élevée de ces enzymes refléte 1’agressivité
d’invasion de la tumeur vis a vis des tissus sous jacents. Outre son réle dans le maintien de
I’intégrité de 1’organisation des tissus, il a ét¢ montré que la matrice extracellulaire joue le

role de substrat et de signal pour ’invasion des cellules cancéreuses (Van Hoorde et al.,
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2000). Par exemple, le collagéne de type I et III, constituants majeurs de la matrice,
permettent les métastases des cellules tumorales prostatiques par une baisse de I’expression de
la cadhérine E via la voie de signalisation src (Menke et al., 2001). Ainsi, en modulant
I’expression de certaines molécules d’adhérence, la cellule tumorale, a 1’aide de cascades de
signalisation spécifiques a ces protéines, développera la possibilité de migrer vers des sites
secondaires. Par ailleurs, les fibroblastes produisent de nombreux composants de la MEC tels
que la laminine, du collagene de type IV et des protéoglycannes héparanes sulfatés. Or, les
composés de cette matrice sont connus pour activer, via leur fixation a des récepteurs
membranaires, des signaux de survie et de prolifération dans les cellules cancéreuses (revue
Judware & Culp, 1997 ; Pupa et al., 2002). Par conséquent, en fonction de la qualité de la
matrice, le comportement de la cellule cancéreuse sera différent. Il devient donc intéressant
pour la cellule tumorale de pouvoir agir sur cette MEC, afin de favoriser I’envahissement des
tissus sous jacents ou sa prolifération. En plus des rdles précédemment cités, la matrice
extracellulaire controle également la biodisponibilité des facteurs de croissance, tels que les
FGFs (Taipale & Keski-Oja, 1997). C’est ce que I’on nomme : la crinopexie (Feige & Baird,
1992). En effet, les fibroblastes sont capables de produire de nombreuses protéases (revues
Dufty et al., 2000 ; DeClerck et al., 2000), dont les stromélysines-1 et —3, les gélatinases, les
métalloprotéinases matricielles (MMP)-2 et —9 (Heppner et al., 1996). Ces protéases induisent
alors la libération par la matrice, et la maturation, de nombreux facteurs de croissance, tels le

PDGF et ’EGF favorisant ainsi le développement tumoral.

Certes, modifier a son gres la matrice est un atout pour la cellule tumorale, mais cela n’est pas
suffisant pour développer des métastases a longue distance. Pour que quelques cellules
malignes se détachent de la tumeur primitive afin de migrer loin, celles-ci se doivent de
changer leur phénotype (figure 15). Entre autre, elles doivent effectuer un changement dans
leurs molécules d’adhérence afin de migrer et d’acquérir une morphologie plus adaptée a
I’invasion du tissu sous-jacent. Elles doivent également, en paralléle, changer leur jonctions
de communication afin de limiter les passages de solutés indispensables a leur survie pour
leur seul fin. Et enfin, elles doivent savoir contrer et échapper au systéme immunitaire
environnant. Durant la cancérogenése, ces mécanismes sont primordiaux pour permettre a la
tumeur d’avoir de meilleures chances de survie. Un des phénomeénes caractéristiques des

cellules tumorales est la perte de leur polarité (ou perte de 1’inhibition de contact) permettant
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Figure 15 : Les adhésions cellule-cellule et les interactions cellule-matrice dans la progression tumorale. A.
L’homéostasie tissulaire au niveau de 1’épithélium mammaire normal. B. Au cours de la progression tumorale,
les cellules doivent modifier leurs molécules d’adhérence afin de quitter le site primaire et d’acquérir un
phénotype mobile pour se mouvoir vers des sites secondaires. C. La synthése et la libération des
métalloprotéases vont participer également aux remaniements du microenvironnement des cellules tumorales.
Les dégradations de la matrice et de la lame basale laissent place aux infiltrations tumorales. Ainsi, par voie

sanguine ou lymphatique, les cellules malignes gagnent des sites secondaires trés richement vascularisés.
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I’entassement des cellules de fagcon anarchique. La cadhérine E est une molécule d’adhérence
cellulaire transmembranaire qui participe aux jonctions cellule-cellule, et donc a la cohésion
de I’épithélium (jonctions adhérentes). La cadhérine E interagit par sa partie intracellulaire
avec les caténines a et 3, qui elles-mémes peuvent interagir avec le suppresseur de tumeur
APC (adenomatous polyposis coli). Dans les tumeurs, une perte de cadhérine E et d’APC,
ainsi qu’une activation de la caténine [, sont couramment observées, impliquant ces
molécules dans les phénomeénes de cancérogenese (Berx et al., 1995 ; Perl et al., 1998 ;
Christofori & Semb, 1999 ; revue Van Aken et al., 2001 ; Hajra & Fearon, 2002). De plus, la
restauration de 1’expression de la cadhérine E conduit a la suppression de la transformation
cellulaire. Ainsi, la perte de I’expression de cette protéine est une des composantes de la
transition phénotypique des cellules cancéreuses. Par ailleurs, la perte de la cadhérine E peut
étre accompagnée par une augmentation d’expression d’isoformes de la protéine cadhérine
permettant ainsi d’accélérer la transition au phénotype « fibroblastique mobile » (Hazan et al.,
2000). Cependant, I’ensemble des réponses cellulaires sont tissus spécifiques, est par
conséquent aucune généralisation ne peut étre faite comme le montre le fait que le gain de la
fonction de la cadhérine E est un événement précoce dans le cancer de 1’ovaire (Auersperg et
al., 1999).

D’autres contacts intercellulaires sont altérés au cours de la progression tumorale, comme les
jonctions GAP qui sont composées de protéines de la famille des connexines et qui permettent
le passage de petites molécules solubles d’une cellule a I’autre. Ces jonctions GAP sont
sujettes a une régulation fine et dynamique, et sont essentielles pour la régulation de processus
cellulaires normaux (tel le cycle cellulaire, la différenciation, la signalisation cellulaire).
Certaines connexines sont considérées comme des suppresseurs de tumeurs, dont 1’absence
dans les cancers entraine une perte de cohésion intercellulaire. En effet, des études antérieures
indiquent que 1’expression des connexines est inversement corrélée au potentiel métastatique
de la tumeur (revue Carystinos et al., 2001 ; Locke, 1999). Ceci semble di a la perte de la
coopération entre les cellules voisines, conduisant a 1’hétérogénéité¢ cellulaire et la
dissociation cellulaire observées dans les tumeurs. En outre, on constate que la restauration,
dans les carcinomes mammaires, de I’expression de la connexine 26 et 43 supprime le
phénotype tumoral (Hirshi et al., 1996). De plus, il est décrit que les cellules tumorales
mammaires surexpriment la connexine 32 alors que I’on observe une perte de cette connexine
dans les carcinomes hépatiques (Saunders et al., 2001). Ce qui peut étre généralisé est que le
pattern d’expression des connexines est tissu dépend et qu’il change durant la progression

tumorale. Bien entendu, la perte de communication entre les cellules, durant la cancérogenese
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au niveau de ces molécules de communication, n’est pas uniquement le résultat d’altérations
géniques de ces génes. D’autres mécanismes peuvent étre activés dans la cellule tumorale
pour moduler I’expression des connexines et la formation des jonctions GAP. Les oncogenes
ras et c-erbB2 sont respectivement mutés ou surexprimés dans les cancers du sein, or il a été
montré que ces oncogénes modulent négativement I’ARNm (kératinocytes de rat) et la
protéine (hépatocytes de rat) de la connexine 46 (Brissette et al., 1991 ; Jou et al., 1995). 1l est
décrit également, au méme titre que les précédents oncogenes, que la perte de molécules
permettant 1’adhérence cellulaire (comme la cadhérine E) est un mécanisme qui va de paire
avec une diminution de 1’expression des connexines (Jansen et al., 1996) au cours du
développement et de la progression du phénotype malin. Aujourd’hui, il semblerait que les
jonctions GAP constituent des cibles thérapeutiques pour lutter contre le cancer du sein
(Trosko & Ruch, 2002) enrichissant encore 1’arsenal thérapeutique.

La surveillance de I’'immunité est une réelle menace pour la tumeur puisque c’est le
mécanisme par lequel le systéme immunitaire cible et détruit les tumeurs en développement.
Bien que les cellules T semblent étre les principaux effecteurs de la surveillance de
I’immunité, le systétme immunitaire dit inné (qui inclue les cellules « natural killer », les
macrophages, les monocytes) est aussi impliqué. A 1’heure actuelle, on sait que I'IFNy
(Interféron gamma) est la cytokine nécessaire a la migration des cellules T aux sites tumoraux
(Kaplan et al., 1998), pour effectuer la destruction de ce tissu malin. Les cellules tumorales
doivent donc développer une stratégie pour faire face a cette menace. On sait aujourd’hui
qu’elles échappent a cette immunosuppression en diminuant leur immunogénicité intrinseéque
(Beatty & Paterson, 2000 ; Gati et al., 2001) leur permettant de dresser leur premier rempart
contre I’action offensive du systéme immunitaire. Par ailleurs, la formation de I’arborescence
vasculaire, induite par les interactions cellule-cellule et cellule-microenvironnement,
contribue aussi a cette immunosuppression en empéchant I’extravasation des cellules T
antitumorales, tout en continuant a favoriser le passage des cellules du systéme inné (Ganss &
Hanahan, 1998). Ainsi, les cellules cancéreuses, par ce «systeme de filtre sélectif »,
empéchent le systéme immunitaire de sortir de la circulation et d’accomplir son role. En effet,
les expériences actuelles tendent a montrer que ces cellules du systéme inné favorisent la
tumorigenese par la production de MMPs, qui est associée a la production des mémes
enzymes par les cellules du stroma et a I’activation des MMPs latentes, lesquelles sont
présentes dans la MEC (Lin ef al., 2001). En parallele, le Migration Inhibitor Factor (MIF),
autre modulateur du systétme immunitaire, est associ¢ avec la progression tumorale.

Dr’ailleurs, cette cytokine est surexprimée par les cellules malignes contribuant ainsi a la
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néoangiogenese, a la prolifération cellulaire et aussi a la suppression de la surveillance
immunitaire (Mitchell & Bucala, 2000). De plus, MIF aussi pourrait contribuer a 1’instabilité
du génome dans les tumeurs, puisqu’il supprime la fonction de p53 participant a cette
occasion a I’accumulation de mutations additionnelles (Shao et al., 2000). L’ensemble de ces
éveénements augmentent donc 1’activité protéolytique aux alentours de la tumeur participant
alors a la progression tumorale, en dégradant encore plus la matrice extracellulaire, en

activant les fibroblastes en myofibroblastes et en augmentant I’angiogenése.

I- 3- e- Modulations des grands systémes de communication au cours de la

progression tumorale.

Les cellules sont continuellement exposées a divers stimuli, s’étendant des facteurs
solubles endocrines et paracrines aux facteurs autocrines. La nature de ces facteurs peut se
résumer aux facteurs de croissance et aux hormones. Par ailleurs, il est connu que les
récepteurs de la famille tyrosine kinase, entre autres, jouent un rdle prépondérant dans
I’intégration et I’interprétation de ces stimuli externes, autorisant une cellule a répondre de
fagon appropriée a son environnement. L’activation de ces récepteurs est finement contrdlée,
ce qui permet & une cellule normale d’intégrer correctement son environnement externe avec
ses voies de signalisations internes. Au contraire, du fait de nombreuses altérations
moléculaires qui se produisent au cours de la progression tumorale, une tumeur est
caractérisée par une réponse anormale face a son environnement, ce qui permet aux cellules
tumorales d’échapper aux mécanismes qui contrélent et régissent la prolifération cellulaire.
Nous I’avons vu avec les altérations précédemment citées, quelque soit le niveau, elles ont des
roles considérables dans le devenir de I’intégrité du « statut normal » d’une cellule. A ce
méme titre, une altération de I’ordre dans I’environnement, entraine la cellule a répondre de
fagon inappropriée a son environnement remodelé. Ainsi, face a des stimuli externes
anormalement exprimés ou modifiés, la cellule, surexposée a ces facteurs paracrines ou
autocrines, intégre de multiples signaux, conduisant par exemple a une prolifération accrue.
La progression des cellules cancéreuses vers les phénotypes hautement malins, qui
envahissent et métastasent vers des sites distants ou proches, nécessite que ces cellules
métastatiques répondent aux signaux mitogenes dans leurs nouveaux environnements.

Cependant, la croissance des métastases est due a leurs capacités, a la fois de répondre aux
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facteurs de croissance locaux et aux inhibiteurs, et aussi de produire et de répondre a ces
facteurs de croissance autocrines (Nicolson, 1993). Il est montré que le gain de certaines
fonctions de communication cellulaire est modulé au cours de la transformation maligne
(table 2). Portier et al. (2002) ont montré des changements dans les taux et les fréquences des
hormones endocrines au cours de certains cancers, comme celui du sein (cestrogene,

prolactine), de la prostate (cestrogeéne, testostérone)

Mode de Evolution de la cancérogenese mammaire

communication normale carcinome in situ carcinome invasif

intracrine “

A\ 4

Table 2: Représentation schématique de la modulation des systémes de communication cellulaire au cours de la
transformation maligne. Ce schéma illustre la perte (BE==) ou le gain (—=ml] ) des 4 principaux moyens de

communication cellulaire qui entraine une cellule normale vers 1’acquisition d’un phénotype cancéreux.

et de la thyroide (T3, T4). Ces dérégulations de la fonction endocrine ont été alors définies
comme des contributeurs majeurs de ces cancers. Les modulations de la fonction autocrine et
paracrine sont les plus communément décrites lors des transformations malignes et concernent
des hormones, comme 1’hormone de croissance (GH) (Kaulsay et al., 2000) et la prolactine
(PRL) (Clevenger et al., 1995 ), et surtout des facteurs de croissance, comme les FGFs
(Gomm et al., 1991, 1997 ; Souttou et al., 1994 ; El Yazidi & Boilly-Marer, 1995), I’'IGF-I
(Freed & Herington., 1989), 'IGF-II (Osborne et al., 1989), le TGFa (Clarke et al., 1989) et
I’HGF/ SF (Nakamura et al., 1997).

© 2003 Tous droits réserves. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Laurent Dollé, Lille 1, 2003

61

Il a été montré aux stades précoces de la dissémination tumorale, qu'une tendance
s’installe pour certains cancers a métastaser et a croitre préférentiellement en des sites
particuliers, suggérant que les mécanismes de croissance paracrine dominent les signaux de
croissance libérés par les cellules métastatiques (Nicolson, 1993). Au contraire, aux stades
tardifs de la progression tumorale, lorsque la dissémination s’est produite, les mécanismes de
croissance autocrine dominent les signaux de croissance positifs effectués par les cellules
métastatiques, tout en développant une stratégie pour ne plus répondre aux facteurs inhibiteurs
de croissance (Nicolson, 1993). Au stade ultime, la progression de ces cellules cancéreuses,
avec un stade de croissance complétement autonome, peut se produire et la prolifération de
ces cellules pourrait alors étre indépendante de facteurs de croissance activateurs ou
inhibiteurs.

De plus, les signaux systémiques ou locaux, pergus par la cellule, sont connus pour
étre des effecteurs dans les systémes de régulation en boucle (feedbacks ou rétrocontrdles). En
effet, récemment, des études ont montré I’implication de tels mécanismes dans le cancer
mammaire humain. Par exemple, le dysfonctionnement du feedback négatif par la
transformation maligne peut résulter, dans la perte du controle de la croissance ou dans la
progression du comportement agressif des cellules tumorales. Au contraire, une dérégulation
du feedback positif peut développer la croissance tumorale et I’invasion par une libération
excessive de facteurs stimulateurs (Singer et al., 2000). Par exemple, la PRL, connue comme
agent différenciateur de la glande mammaire, secrétée par les cellules de I’hypophyse, peut
voir son expression inhibée par la sécrétion de PIF (Prolactin inhibitory factor) via les cellules
tumorales. La conséquence de cette chute d’expression de PRL est la diminution de la
pression de différenciation facilitant ainsi la dédifférenciation des cellules tumorales (Singer

et al.,2000).

En conclusion, pour transformer le phénotype « statique » d’une cellule mammaire en
un phénotype « mobile », capable d’acquérir a I’extréme un comportement hautement
agressif, le schéma est simple. Nous avons tent¢ de montré que ce développement résulte
d’une succession d’altérations génétiques qui permettent a la cellule tumorale de croitre de
fagon indéfinie puis de s’affranchir progressivement de son environnement (Hanahan &
Weinberg, 2000). Néanmoins d’autres facteurs sont tout autant impliqués dans cette
pathologie mais le degré de leur intervention comme de leur coopération potentielle n’est pas
connu a I’heure actuelle. Aujourd’hui, on distingue différents stades dans le développement

tumoral qui reflétent 1’agressivité des cellules cancéreuses en fonction des mutations

© 2003 Tous droits réserves. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Laurent Dollé, Lille 1, 2003

62

d’oncongénes et d’anti-oncogénes acquises par les cellules. Mais définir une succession
précise d’altérations dans le temps et dans I’espace pour une tumeur donnée n’est encore
qu’un schéma hypothétique. Outre les hormones et les facteurs de croissance, nous avons
montré aussi que le développement tumoral est influencé par les interactions entre les cellules
cancéreuses et leur environnement (Ethier, 1995, 1996 ; Weaver et al., 1996). De plus, en
fonction des stades du développement cancéreux, les cellules tumorales sont soumises a
I’action paracrine de facteurs produits par les cellules voisines. Finalement, le destin des
tumeurs mammaires est par conséquent non seulement déterminé par le potentiel malin de
I’épithélium ainsi transformé, mais dépend aussi d’un trafic complexe des mécanismes
d’auto-, de para-, et d’endocrinie, ou les facteurs de croissance, comme leurs récepteurs,
jouent un role prépondérant. Par conséquent, I’identification et la découverte de facteurs de
croissance entrant dans le cadre de I’autocrinie est un des axes de la recherche actuelle, afin
d’étoffer la compréhension des mécanismes impliqués dans la progression tumorale mais

¢galement d’augmenter le nombre de cibles thérapeutiques potentielles.
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Generalites
CHAPITRE 11
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VOIES THERAPEUTIQUES BASEES SUR
L’INHIBITION DE LA SIGNALISATION DES CELLULES
DE CANCER DU SEIN.

Bien que les traitements actuellement utilisés soient relativement efficaces, le cancer
du sein demeure, du fait de sa fréquence, et est reconnue comme la pathologie tumorale
causant le plus grand nombre de déces chez les femmes. Dans ce contexte, la recherche
s’applique a définir de nouveaux marqueurs tumoraux permettant un diagnostic plus précoce
et un suivi de traitement plus efficace. De méme, de nombreuses études visent a une meilleure
compréhension du fonctionnement des cellules cancéreuses et des mécanismes du
développement tumorale, afin de définir des cibles plus précises pour de nouveaux
traitements. Par conséquent, le développement et 1’application de nouvelles tactiques
thérapeutiques ont une part trés importante dans la recherche contre le cancer au cours de ce
XXI™ siécle. Dans ce chapitre, nous nous focaliserons sur ces nouvelles approches qui
ciblent les mécanismes moléculaires de la conversion maligne et de la progression tumorale, a
savoir la modulation de I’activité des facteurs de croissance, de 1’angiogenése, de 1’apoptose,
de I’invasion ainsi que des métastases. L.’accent sera mis surtout sur les voies de signalisation

des facteurs de croissance.

II- 1- INTRODUCTION.

Auparavant, ’identification d’agents thérapeutiques avec des bénéfices cliniques
certains ressemblait plutdt a une approche empirique, et était basée sur les expériences de
cytotoxicité en culture cellulaire et sur les modeles de tumeurs animales, avant d’étre évaluée
en clinique. Cependant ces approches non sélectives, qui n’étaient pas nécessairement le reflet
des syndromes du cancer, ¢étaient fréquemment accompagnées d’effets toxiques. Au cours des
vingt derniéres années, de nouvelles stratégies de lutte contre le cancer se sont développées.
Elles reposent sur deux aspects fondamentaux : d’une part les perfectionnements quotidiens
de ’'immunothérapie, qui vise a détruire les tumeurs en manipulant le systéme immunitaire, et
d’autre part par 1’utilisation des biothérapies, définies comme les traitements qui emploient

une classe de médicaments directement ciblés sur 1’inhibition d’une voie biochimique donnée.
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En régle générale, et c’est ce que nous nous efforcerons de montrer dans les parties suivantes,
ces médicaments sont dirigés soit vers un récepteur de facteur de croissance ou son ligand,
soit vers les mécanismes d’action mis en jeu par la stimulation du récepteur (2 savoir les
molécules faisant partie de la signalisation intracellulaire). L’originalité¢ des biothérapies
provient en partie de la chronologie de leur mise au point. Tout d’abord, on cherche a

identifier un mécanisme cellulaire qui pourrait étre par exemple une voie de prolifération des

“~ AR
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Figure 16: Les différentes approches stratégiques dans la validation des cibles thérapeutiques.

cellules cancéreuses. Puis, on détermine dans ces mécanismes des molécules qui pourraient
constituer des cibles thérapeutiques. Et enfin, on caractérise des médicaments qui pourraient
interagir avec ces cibles thérapeutiques. Comme le montre la figure 16, les diverses approches

stratégiques utilisées contre la cellule tumorale sont trés variées, et portent soient sur des
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modifications géniques induites (RNAi, ARN antisens, ribozymes) ou soient sur la qualité
et/ou la quantité des protéines ou/et leur interaction a d’autres protéines (anticorps
monoclonaux, peptides inhibiteurs). Les enjeux de ces nouvelles stratégies, comme nous le
verrons, et en particulier dans la thérapie anticancéreuse, sont de concevoir des molécules
capables d’inhiber sélectivement les voies de signalisation d’une cellule cancéreuse et
d’induire un bénéfice thérapeutique pour les patients (pour revues : Hynes, 2000 ; Bange et
al., 2001 ; Zwick et al., 2001). Dans cette approche, il devient alors nécessaire de comprendre
comment on peut interrompre le signal pour abolir un effet biologique de la cellule

canceéreuse.

II- 2- OBJECTIF : INTERROMPRE LE SIGNAL.

La prolifération ou la survie des cellules dépendent de signaux détectés, en regle
générale, par des récepteurs de surface, puis transduits a D’intérieur des cellules et
communiqués dans un second temps au noyau, ou des génes impliqués dans le controle de la
prolifération ou de la survie cellulaire vont étre alors activés ou inhibés. Cette signalisation
s’effectue via des cascades de réactions en chaine faisant intervenir des protéines qui, pour
étre actives, sont phosphorylées sur certains de leurs résidus tyrosines par des enzymes,
nommeées les tyrosines kinases. Ces kinases, comme il a été précédemment décrit dans le
chapitre 1, sont le plus souvent le si¢ge d’une dérégulation au cours du développement
tumoral (revue Kumar & Wang, 2002). Il est a noter que certains récepteurs membranaires
sont eux-mémes doués d’activité kinasique et s’autophosphorylent une fois leur ligand fixé
(Pawson, 1995 ; Schlessinger, 2000 ; Simon, 2000). Une fois phosphorylés, d’autres protéines
viennent se fixer via leur domaine SH2 (Src homology 2) aux tyrosines ainsi phosphorylées et
permettent ainsi la transduction du signal. D’autres protéines avec d’autres domaines de
reconnaissance, tels que les domaines SH3 ou les domaines d’homologie a la plekstrine,
interviennent au cours de ce processus de transduction. Ces interactions protéine-protéine
définissent la spécificité dans le processus de transduction intracellulaire. Dans la cellule
cancéreuse, ces interactions peuvent étre générées de facon inappropriée ce qui peut étre da,
entre autre, a des dysfonctionnements du génome, conduisant ainsi a la progression maligne

(revues Pawson & Scott, 1997; Pawson & Nash, 2000 ; Robertson et al., 2000).
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Figure 17 : L’interruption du signal : I’arme de demain ? Cette figure représente de fagon générale la voie de
signalisation des récepteurs-tyrosine kinase (RTKs) prise comme cible pour les stratégies anti-cancéreuses, qui
ont pour objectif de bloquer I’interprétation de I’information externe a laquelle est soumise la cellule. Cette voie
symbolise les grands points stratégiques connus et utilisés afin de lutter contre la transformation maligne et la
progression tumorale. Les stratagemes sont représentés avec des cadres bleus. Abréviations : Src : kinase derived
from rous sarcoma virus; ERK : extracellular-regulated kinase; JNK: c-Jun terminal kinase; PI3-K:

phosphatidylinositol-3 kinase ; PLCy : phospholipase Cy.
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La plupart du temps ces altérations incluent des délétions ou des mutations dans le domaine
extracellulaire ou des altérations dans le domaine catalytique (spécialement dans le motif qui
porte I’ATP), permettant ainsi une activation constitutive des RTKs. L’inactivation des voies
de transduction recrutées s’effectue par I’intermédiaire d’une autre catégories d’enzymes, les
phosphatases, qui déphosphorylent les tyrosines (Petrone & Sap, 2000). Aujourd’hui,
beaucoup de voies de transduction ont été décryptées, et de nombreuses kinases ou
phosphatases ont été isolées et caractérisées, de méme que des anomalies a un niveau ou un
autre de ces voies de transduction ont été mises en évidence dans les cellules cancéreuses
(pour revues : Plowman et al., 1994 ; Dickson et al., 2000 ; Zhang & Yee, 2000). Désormais,
par cette recherche fondamentale s’ouvre la voie d’un nouveau type d’intervention
thérapeutique (pour revues : Hynes, 2000 ; Kairouz & Daly, 2000 ; Zwick ef al., 2001). La
figure 17 résume la signalisation des RTKs qui, peut lorsqu’elle est perturbée, conduire la
cellule au phénotype malin au cours de la cancérogenése. Apres fixation du ligand a son
récepteur, celui-ci se dimérise et s’active par des boucles de phosphorylations. Ces
modifications vont permettre a d’autres protéines cytoplasmiques ou juxta-membranaires de
prendre le relais, et d’amener le signal, pergu par le récepteur, vers I’intérieur de la cellule.
Dans les stratégies actuelles, les molécules thérapeutiques visent a inhiber cette voie de
transduction selon 4 moyens possibles. Trois d’entre elles sont notées sur la figure 17
(encadrés bleus avec chiffres noirs). La derniére possibilité étant d’agir sur le statut
transcritionnel (acétylation des histones, méthylation du promoteur) de certains génes recrutés
lors de la transmission du message en augmentant ou en inhibant leur transcription. Empécher
ou prévenir le ligand de se fixer sur son récepteur, éviter la dimérisation du récepteur ou
encore 1’activation de celui-ci sont les premicres offensives qui se dressent pour déjouer les
effets biologiques de la cellule maligne. Nous le verrons plus loin, les outils d’aujourd’hui les
plus développés concernent cette tactique offensive. Comme 1’indique la figure 17, nous
pouvons également lutter contre les cellules cancéreuses en bloquant la transduction du signal
de la membrane au cytoplasme. Nous allons le voir, les molécules utilisées et dirigées dans
cette intention sont nombreuses et concernent essentiellement des petites molécules. Par
ailleurs, prévenir la translocation du message représente aussi une stratégie efficace contre la
cellule tumorale, mais concerne encore trop peu de molécules impliquées dans les
transductions intracellulaires. Aujourd’hui, I’attention des chercheurs est surtout tournée sur
les facteurs de transcription puisqu’ils sont 1’aboutissement final et commun d’un grand
nombre de voies de transduction (Darnell, 2002), inhibant ainsi un plus grand panel d’effets

biologiques des cellules cancéreuses. Cependant, les protéines qui se trouvent sur 1’enveloppe
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nucléaire et qui permettent d’effectuer le trafic, pourraient étre, d’ici quelques années, une

autre réplique a I’inhibition du phénotype tumoral.

II- 3- LES CIBLES MOLECULAIRES : L’ARSENAL D’AUJOURD’HUI ET DE
DEMAIN.

De nos jours, de nombreuses molécules sont connues pour inhiber la transformation et
la progression tumorale. Par exemple, la stratégie la plus utilisée pour tuer de facon sélective
les cellules cancéreuses repose sur I’utilisation d’anticorps monoclonaux dirigés contre le
domaine extracellulaire des RTKs, lesquels sont impliqués dans le cancer et voire surexprimeés
a la surface de ces cellules tumorales (Fan & Mendelsohn, 1998). Le cas le plus décrit dans le
cancer du sein est I'utilisation de 1’Herceptine, anticorps monoclonaux anti-HER-2, qui inhibe
la prolifération tumorale. Par ailleurs, de nouvelles drogues sont aussi en cours de validation
thérapeutique dans les essais cliniques et seraient a méme de renforcer la panoplie d’armes
développées contre le cancer. Nous allons développer, dans un premier temps, les agents
thérapeutiques qui ciblent la voie de signalisation des facteurs de croissance. Ensuite, les
modulateurs de I’apoptose et de 1’angiogenése seront énumérés montrant ainsi la quantité
d’armes développées dans cette stratégie de lutte contre le cancer. Enfin, I’invasion et les

métastases seront abordées afin de conclure sur les différents agents validés en clinique.

II- 3 -a Agents ciblant les cascades de signalisation des facteurs de croissance.

La famille des récepteurs de croissance de type I comprend : le récepteur de ’EGF (R-
EGF ou c-erbB1 ou HER-1), c-erbB2 (ou HER-2), c-erbB3 (HER-3) et c-erbB4 (HER-4), et
constitue une des 20 sous-familles de récepteurs dotés d’une activité tyrosine kinase (Fantl et
al., 1993 ; Ullrich et Schlessinger, 1990). Les surexpressions des récepteurs de facteurs de
croissance R-EGF (environ dans 45% des cas) et c-erbB2 ( dans 27% des cas) étant associées
a des parameétres de mauvais pronostic dans le cancer du sein, ces récepteurs semblent étre des
cibles logiques pour le traitement de ces cancers (Prenzel et al, 2000 ; Stern, 2000). La
surexpression du géne provoque la transformation de monomeres inactifs de HER-2 en
dimeres actifs. Cette surexpression de c-erbB2 entraine, via 1’activation de la voie des MAP
kinases et de la voie PI3-K/ Akt, une augmentation de la prolifération et une résistance a
I’apoptose. Plusieurs approches expérimentales, basées sur [’utilisation d’anticorps

monoclonaux, d’oligonucléotides antisens ou encore d’inhibiteurs de tyrosine kinase, ont été
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développées pour tenter de contrer spécifiquement I’expression de ces génes. Les anticorps
monoclonaux sont des molécules capables de reconnaitre une zone particuliére naturellement
présente a la périphérie des cellules tumorales, ou bien résultant de I’hyperexpression de
certains genes. La technologie pour la fabrication d’anticorps recombinants a fait d’énormes
progrés dans la sélection et la production de nouveaux anticorps. En effet, il est possible de
générer des anticorps humanisés, chimériques ou bispécifiques (Farah et al., 1998 ; Hudson et
al., 1999). L’exemple le plus connu est celui des anticorps monoclonaux anti-HER-2 (ou
Herceptine® ou encore Trastuzumab), qui ont été montrés comme inhibiteur de la croissance
de lignées cellulaires et de xénogreffes de cancers du sein surexprimant ce géne c-erbB2
(figure 3) (Carter et al., 1992 ; Yip et Ward, 2002). La commercialisation de ce médicament a
été autorisée aux Etats-Unis en septembre 1998 et dans I’Union européenne en aoiit 2000. A
I’heure actuelle, le mécanisme d’action de ces anticorps monoclonaux n’est pas totalement
connu, mais on sait que leurs liaisons déclenchent des événements similaires a ceux induits
par la liaison d’un ligand spécifique. On observe une diminution du nombre de récepteurs a la
surface de cellules, qui se traduit par une internalisation rapide du récepteur et une
accumulation des anticorps monoclonaux a I’intérieur de la cellule ; puis une diminution de
I’autophosphorylation du récepteur (Park et al., 1991). De plus, il a été montré que ces
anticorps monoclonaux sont capables de potentialiser les effets antiprolifératifs de certaines
drogues comme le cisplatine, le paclitaxel et le tamoxiféne, a la fois sur les lignées cellulaires
humaines et sur les xénogreffes (Baselga et al., 1998 ; Pietras et al., 1994 ; Witters et al.,
1997). En paralléle, des couplages de ces anticorps monoclonaux avec des toxines ont été
réalisés afin de convertir leurs effets cytostatiques en effets cytolytiques (Wels et al ., 1995 ;
Frankel et al., 2000). Ces immunotoxines sont composées de toxines provenant des plantes ou
des bactéries qui vont étre fusionnées ou conjuguées chimiquement aux anticorps ou aux
facteurs de croissance (Kreitman, 1999). Les toxines couramment utilisées sont 1’exotoxine A
ou la toxine diphtérique (provenance bactérienne) ou encore la ricine A ou clavine (pour les
plantes). Des anticorps bispécifiques sont ¢galement a 1’étude, et pourraient ainsi se fixer d’un
coté, sur les cellules tumorales a I’aide de la reconnaissance d’une molécule de surface
exprimée par celles-ci, et d’un autre coté sur une cellule effectrice (cellule de I’immunité) afin
de la rapprocher de sa cible et relarguer les éléments nécessaires a son élimination (Segal et
al., 1999) de facon locale. Par ailleurs, des enzymes convertissant des pro-drogues non
toxiques en drogues cytotoxiques ont été aussi réalisées. Ces derniéres manipulations
provoquent une régression tumorale (Eccles ef al., 1994) et visent & minimiser la toxicité

systémique, et a concentrer les drogues dans les tumeurs.
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Figure 18: La voie de signalisation des facteurs de croissance comme cible thérapeutique anti-cancéreuse. La
signalisation intracellulaire a été trés bien étudiée et peut se résumer comme ci-dessus. Les éléments et les traits
bleus symbolisent les différentes molécules connues pour étre capable de parer la transduction du signal, induite

normalement par la fixation du ligand sur son récepteur (fléches noires).
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Dans une approche similaire a celle du récepteur c-erbB2, les recherches s’étendent sur le
bénéfice clinique potentiel d’un autre anticorps monoclonal humanisé (le IMC- C225) qui se
fixe sur le domaine riche en cystéine de 'EGF-R (figure 18). Les premicres données
expérimentales montrent le blocage de ’activité tyrosine kinase normalement induite par le
ligand, et inhibent la transduction du signal médiée par les MAPK. Bien entendu, 1’utilisation
de tels outils immunologiques ne s’est pas cantonnée a bloquer 1’activité des récepteurs de la
famille de ’EGF. Un autre exemple d’utilisation d’anticorps monoclonaux anticancéreux est
I’anticorps monoclonal anti-CD20 (ou rituximab®) employé dans certaines catégories de
lymphomes malins non hodgkiniens (figure 3). Le blocage de cet antigéne CD20 par cet
anticorps permet, la aussi, une destruction de ces cellules tumorales (Coiffier, 2000). Les
anticorps monoclonaux peuvent aussi étre utilisés pour agir sur ’environnement des cellules
tumorales. L’un des grands mécanismes par lesquels les cellules tumorales s’installent,
assurent leur croissance et leur dissémination, est la création de nouveaux vaisseaux sanguins.
La encore (comme nous le verrons dans la prochaine partie), le développement de ces
anticorps monoclonaux dirigés contre des facteurs de croissance des vaisseaux permet
d’envisager de bloquer ce processus. En parallele avec le développement des anticorps
monoclonaux, celui de molécules de faibles masses moléculaires inhibant le domaine tyrosine
kinase de I’EGF-R (qui porte le domaine de liaison a I’ATP) sont en cours et compléte une
nouvelle fois 1’arsenal thérapeutique. Ces molécules interferent avec 1’activité tyrosine kinase
intrinséque du récepteur bloquant 1’autophosphorylation de ce dernier et les protéines de
transduction (Levitzki & Gazit, 1995 ; Levitzki, 1999). De fagon plus précise, elles competent
avec I’ATP pour le site de fixation de I’ATP dans le domaine tyrosine kinase du récepteur
(Al-Obeidi & Lam, 2000). Les cibles de ces inhibiteurs sont variées, ainsi le ZD1839 (ou
Iressa®) bloque la phosphorylation de ’EGF-R agissant donc trés en amont de la cascade de
signalisation activée par ce récepteur (figure 18) (Ciardiello, 2000). Cet inhibiteur cause la
diminution significative de la prolifération de lignées cellulaires humaines, suggérant que le
turnover cellulaire dans les tumeurs mammaires pourrait €tre la cible du ZD1839 in vivo.
D’autres inhibiteurs spécifiques de tyrosine kinase peuvent aussi étre utilisés comme agents
thérapeutiques pour inhiber c-erbB2. C’est le cas de I’herbimycine A (Miller ef al., 1994) et
de I’émoline (Zhang et al., 1995). Une étude récente montre que 1’émoline, en plus de son
action inhibitrice de la croissance des tumeurs surexprimant c-erbB2, sensibilise ces tumeurs
au paclitaxel (Zhang et al., 1999). D’autres molécules (SU5416, SU6597, AG957, AG490...)
sont actuellement a I’étude. En outre, 1’utilisation des oligonucléotides antisens représente une

autre approche pour inhiber 1’activation des RTKs (Marcusson et al, 1999). Ces
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oligonucléotides antisens sont des petites pieces d’ADN synthétique ou d’ARN qui sont
désignées a interagir avec I’ARNm pour bloquer la transcription et par conséquent,
I’expression de la protéine cible (Pawlak et al., 2000). Ils constituent de nouveaux agents
potentiels pour le traitement du cancer du sein surexprimant I’EGF-R ou c-erbB2 par
exemple. Plusieurs études ont déja mis en évidence une diminution de la croissance et de
I’expression de ces geénes dans des lignées de cellules de cancers du sein sous I’effet
d’oligonucléotides antisens (Bertram et al., 1994 ; Colomer et al., 1994 ; Fan et al., 1998 ;
Witters et al., 1999). A ce méme titre, pour inhiber la voie de signalisation de I’'IGF-I, I'INX-
4437 (oligonucléotide antisens ciblant ’IGF-RI) constitue 1’arme de choix pour abroger la
progression tumorale, alors que pour celle du FGF, I’emploi du SU6668 permettra d’inhiber
’activité tyrosine kinase du récepteur (Laird ef al., 2000).

D’autres efforts de recherche se sont focalisés sur la transduction du signal des facteurs de
croissance au-dela du récepteur lui-méme, et qui constituent la deuxiéme vague offensive
développée dans les thérapies anticancéreuses. L’exemple le plus connu est le protooncogene
ras, qui se trouve étre muté dans la plupart des cancers. Ras appartient a la famille des
protéines fixant les molécules de GTP. Son activité fonctionnelle est dépendante de sa
modification post-transcriptionnelle avec des groupes farnésyls hydrophobes (qui sont
transférés par des enzymes spécifiques nommées les farnésyls transférases) qui permettent a
ras de s’attacher du coté cytoplasmique de la membrane plasmique de la cellule.
L’observation du blocage de I’action de ras est la plupart du temps accompagnée par
I’inhibition des autres voies de transduction, ce qui peut contribuer positivement a une effet
thérapeutique. De nombreux inhibiteurs des farnésyls transférases (FTIs) sont a 1’heure
actuelle en évaluation clinique : c’est le cas de R115777, SCH66336, BMS214662 (Adjei et
al., 2000 ; Ashar et al., 2001) (figure 18). Sur le plan clinique, le R115777 a montré une
activité antitumorale importante sur les patientes atteintes du cancer du sein. Bien que ces
agents ont été développés pour cibler spécifiquement les mutants de ras dans cette pathologie,
ils inhibent également la prolifération des cellules MCF-7 qui possédent quand a elles un ras
sauvage, suggérant que les effets antiprolifératifs ne peuvent s’expliquer que par la seule
inhibition de ras. Dans un essai clinique de phase III, les patientes avec un cancer du sein
avancé, qui étaient réfractaires a des modalités différentes de traitement systémique, ont été
traitées avec le R115777 et montrent une réponse partielle ou une stabilit¢ de la maladie apres
3 mois. Au méme titre que ras, la protéine Src a été trouvée surexprimée ou activée dans de

nombreux cancers humains et plusieurs études ont mis en évidence son role dans le cancer du
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sein (revue dans Biscardi et al., 1999). Par conséquent Src constitue une cible thérapeutique
de choix (il en est de méme pour les protéine raf, les protéines de la famille des GTPases).
D’autres efforts se sont focalisés sur I’emploi potentiel de modulateurs de 1’état de I’ADN en
amont du promoteur des génes stimulés par les facteurs de croissance. Nous I’avons vu dans
le chapitre précédent, la cellule tumorale en maitrisant le niveau d’acétylation ou de
méthylation au niveau de certains genes peut favoriser leur activité transcriptionnelle. Les
inhibiteurs des histones déacétylases (HDACSs) sont des inducteurs importants de 1’arrét de
croissance dans les tumeurs, et de ce fait, sont les nouvelles molécules utilisées contre le
cancer. Nous ne nous cantonnerons ici qu’a quelques exemples de ces inhibiteurs des HDACs.
Certaines de ces molécules sont en essais cliniques de phase I ou II chez les patients atteints
de cancers (Marks et al., 2001) : Trichostatine A, des tétrapeptides cycliques (FR225497), des
analogues des tétrapeptides (M232), des depsipeptides (FR901228) et des benzamides
(MS275) sont les plus courants.

La phosphorylation est I’'un des mécanismes utilis€és pour la cellule pour transmettre une
information externe vers sa machinerie nucléaire pour transcrire puis traduire les outils
nécessaires afin de répondre et d’adapter son comportement a I’information pergue. Il est
alors intéressant de noter que 30% des protéines cellulaires sont des phosphoprotéines
principalement phosphorylées sur résidus sérine et thréonine, alors que la phosphorylation sur
résidus tyrosine représente moins de 0.1% du total des phosphorylations des protéines
(Cohen, 2000). L’état de phosphorylation et 1’activit¢ de signalisation des RTKs sont
déterminés non seulement par 1’activité kinase des RTKs mais aussi par les activités des
phosphatases (Ostman & Bohmer, 2001). Cependant, il est maintenant établi que ce type de
modification post-traductionnelle joue un réle important dans la croissance cellulaire, la
différenciation, le métabolisme, 1’adhérence, la motilité, la transcription, la réponse
immunitaire et la survie (Fischer, 1999). La structure, la classification ou le processus de
catalyse ne seront aucunement abordés ici. Seul, ’intérét a des fins thérapeutiques de la
description succincte d’inhibiteurs de phosphatases sera rapporté dans ce paragraphe (voir
revue : Burke & Zhang, 1998 ; Pestell et al., 2000). Une des caractéristiques de la
transformation oncogénique est la dérégulation du contréle du cycle cellulaire. La
phosphorylation est un mécanisme de régulation important pour les complexes cdk/cyclines
puisque ce phénomeéne les inactive. Cdc25 est la phosphatase qui restaure I’activité de ces
complexes, et fait important, elle est souvent surexprimée dans les tumeurs humaines. Ainsi,
de nombreux inhibiteurs de cdc25 sont développés, comme OMFP, FDP, vanadate, des

dérivés des quinones (Nocardione A), des analogues de la vitamine K (Pestell et al., 2000).
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Cependant, les recherches ne se sont pas centralisées uniquement sur cdc25, d’autres
inhibiteurs des phosphatases tels les dérivés de produits naturels, comme la déphostatine, la

nornuciférine ou la sulfircine, sont utilisés (Burke & Zhang, 1998).

I1- 3- b- Modulateurs de I’apoptose.

L’apoptose désigne une forme particulicre de mort cellulaire qui joue un rdle
important dans le développement embryonnaire (dans la sculpture des organes, 1’élimination
des ¢ébauches embryonnaires, 1’ajustement du nombre de cellules...) et le maintien de
I’homéostasie tissulaire (élimination des cellules indésirables...) (Jacobson et al., 1997). Il
n’est donc pas étonnant que des dérégulations de 1’apoptose aboutissent a 1’émergence de
pathologies (Hanahan & Weinberg, 2000 ; Sauer et al., 2002). Dans le cas des cancers, la
diminution de 1’apoptose est souvent observée et résulte d’altérations héritées ou acquises de
I’expression de geénes régulant I’apoptose (Kumar et al., 2000). Nous allons développer dans
un premier temps le mécanisme de 1’apoptose de fagcon succincte pour comprendre dans un
second temps comment la cellule maligne détourne a son profit ce mécanisme de mort. Enfin
nous discuterons des molécules qui sont actuellement utilisées dans la thérapie
anticancéreuse.

L’exécution de 1’apoptose requiert, dans une grande majorité des cas, I’activation de cystéine
protéases particulicres : les caspases (voie de signalisation fléchée en noire sur la figure 19).
Les protéines substrats de ces caspases sont nombreuses, actuellement plus de 100 d’entre-
elles sont connues (Nicholson, 1999). Celles-ci sont principalement activées par les récepteurs
de mort et/ou la mitochondrie qui intégre les signaux anti- et pro-apoptogénes. Les récepteurs
de mort appartiennent a la superfamille des récepteurs au TNF (Tumor Necrosis Factor). Ces
récepteurs sont des protéines transmembranaires, caractérisées par la présence de domaines
extracellulaires riches en cystéines (CDRs). Ces domaines CDRs sont responsables de la
liaison du récepteur avec le ligand, et dans leurs parties intracellulaires, on note des domaines
de mort qui permettent de recruter des protéines adaptatrices particulieres pour transduire le
signal de la membrane aux protéines cibles (Schmitz et al., 2000). Aujourd’hui, on dénombre
8 récepteurs de mort, dont 5 capables d’induire I’apoptose (Fas, TNF-R1, LARD, TRAIL-R1,
TRAIL-R2 ; et les récepteurs de leurre : DcR1, DcR2, DcR3). En régle générale (voir figure

19), la fixation du ligand sur les CDRs du récepteur de mort induit la trimérisation et
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Anticorps
agonis tes
Ligand Herceptine
Récepteur tyrosine
Glycosylation Antisens kinase
Récepteur de mort
FTI-276
FTI-277
G1319

HMR 1275
Etoposide

Figure 19: Représentation schématique des protéines régulatrices de I’apoptose (voie de signalisation fléchée en
noire avec les différentes protéines en orangé) et des mécanismes de 1’inhibition de ce phénomeéne dans les
cellules cancéreuses (voie de signalisation et protéines impliquées en vert). —» effets positifs; ——| effets

négatifs. Les drogues ou molécules capables de contrebalancer les effets des cellules tumorales dans 1’apoptose
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sont représentées en bleues (+:—» ; -: —| ). Le choix stratégique est double : viser les molécules pro-
apoptotiques classiques ou inhiber les voies utilisées par la cellule tumorale pour survivre. SODD: Silencer of
death domains ; FLIP : Fas-associated death-domain-like IL-1B-coverting enzyme-inhibitory Protein; IAP :
Inhibitor of Apoptosis Protein ; HSP :Heat shock protein; PI3K: Phosphatidylinositol 3-kinase; IKK: I-kB kinase
; NFkB: nuclear Factor-kappa B; MAPK : Mitogen activated protein kinase.

I’activation du récepteur, entrainant le recrutement de protéines de transduction comme
FADD (Fas-Associated death Domain protein) et/ou TRADD (TNFR-Associated Death
Domain), qui a leur tour activent des cascades de caspases, ou la libération de facteurs
mitochondriaux (cytochrome ¢, AIF) sous le contrdle des protéines de la famille Bel-2 (Bcl-2,
Bax, Bid), ou la voie des céramides ou encore la voie de JNK (Jun N-terminal kinase). Le
traitement de toutes ces informations par la cellule, ainsi que [I’intervention de
I’environnement particulier qui I’entoure, la cellule va survivre ou mourir. Le développement
tumoral est lié, entre autre, & une diminution de 1’apoptose. Cette diminution aboutit quant a
elle, aux dysfonctionnements de nombreuses protéines régulatrices de 1’apoptose (figure 19).
Le premier « phénomene d’échappement » est la diminution de 1’interaction ligand-récepteur.
Dans de nombreux cancers, I’expression des récepteurs de mort est diminuée, voire abolie.
Cette diminution est sous le controle de 1’oncogéne p53 qui diminue 1’expression des
récepteurs et/ou leur translocation sur la membrane de la cellule. Ainsi, la tumeur échappe aux
controles du systéme immunitaire ou a l’action de drogues anticancéreuses (Sheikh &
Fornace, 2000a). Entre, dans ces « phénomenes d’échappement », I’hyperglycosylation de
Fas, qui permet ainsi de diminuer I’affinité du ligand (Fas L) pour son récepteur (Peter et al.,
1995 ; Keppler et al., 1999). Enfin, jouer sur I’expression des récepteurs de leurre (DcR), peut
permettre a la cellule tumorale de diminuer la biodisponibilité du ligand pour son récepteur
(Sheikh & Fornace, 2000b). Outre le dysfonctionnement de I’interaction ligand-récepteur, la
trimérisation des récepteurs de mort est également un biais utilisé par la cellule maligne pour
échapper aux signaux extérieurs. In vitro, les expériences réalisées montrent qu’une
surexpression de la protéine SODD (Silencer Of Death Domains) dans les cellules de
mélanome inhibe la liaison de TRADD aux récepteurs de mort supprimant ainsi 1’apoptose
(Jiang et al, 1999). Un autre « phénomene d’échappement » pour la cellule cancéreuse

consiste en la surexpression de certaines protéines qui inhibent le passage du signal de la
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membrane au cytoplasme via ’inhibition des cascades d’activation. L’exemple le plus
couramment retrouvé dans les cancers est la surexpression des FLIPs (Fas-associated death-
domain-like IL-1B-coverting enzyme-inhibitory Protein) (Ryu et al, 2001). En effet, ces
protéines FLIPs sont caractérisées, entre autre, par la présence d’un domaine homologue aux
sites actifs des caspases, mais ces protéines ne possédent pas de site de clivage fonctionnel.
Ainsi, la liaison des FLIPs a FADD, par exemple, empéche le recrutement des pro-caspases-8
en aval des récepteurs de mort (Scaffidi ez al., 1999). Aujourd’hui, I’activation des MAPK et
celle de la voie de survie PI3-kinase/Akt seraient les mécanismes de régulation de
I’expression de ces FLIPs dans les cellules tumorales (Panka et al., 2001). On note aussi que
la surexpression des IAPs (Inhibitor of Apoptosis Protein), de méme, que la surexpression des
HSPs (Heat Shock Protein) inhibent I’apoptose en inhibant les caspases ou en activant NF-xB
permettant aux cellules tumorales de survivre (exemple de la survivine avec Tamm et al.,
1998 ; exemple de ’HSP70 avec Lazaris et al., 1997). Le Flavopiridol (ou HMR 1275),
drogue usuellement utilisée dans les thérapies du cancer, inhibe la croissance et induit
I’apoptose dans un grand nombre de lignées mammaires tumorales. Un des mécanismes par
lequel cette molécule induit I’apoptose est 1’activation de la caspase-3 (figure 19) (Li et al.,
2000). Cette molécule inhibe également les cdks, lesquelles sont nécessaires a la progression
dans le cycle cellulaire, induisant ainsi I’apoptose. Une méme activation de cette caspase-3 est
observée lors du traitement par I’étoposide conduisant a 1’induction de 1’apoptose dans la
lignée MCF-7 (Benjamin et al., 1998). Apres I’identification d’oncogenes activés comme
suppresseurs de I’apoptose, I’ensemble de ces molécules, et spécialement Bcl-2, ont été
considérées comme des cibles thérapeutiques intéressantes dans le cancer. Le G1319 est un
oligonucléotide antisens qui se fixe sur ’ARNm de bcl-2 permettant ainsi d’initialiser la
digestion par une ribonucléase de I’ARNm piégé, diminuant par conséquent le niveau
d’expression de la protéine. Dans les essais cliniques de phase I, le couplage de G1319 avec
une drogue couramment employée dans le traitement du cancer du sein (docetaxel), montre
que cette « down-régulation » de Bcl-2 agit de fagon synergique avec la molécule afin
d’induire 1’apoptose, probant son efficacité dans le traitement de cette pathologie (Chen et al.,
2000). Par ailleurs, des molécules ciblant les farnésyl transférases (ex : la protéine ras) sont
¢galement utilisées afin de contrer la stratégie adoptée par les cellules tumorales pour
survivre. C’est le cas des FTI-276 et —277. Les voies p38MAPK et JNK sont également
impliquées dans I’inhibition de I’apoptose et sont donc les cibles d’inhibiteurs (SB2035801,
SB202190 pour p38 MAPK ; et CEP-1347 pour JNK). D’autres cibles moléculaires sont a

I’é¢tude et en essai clinique, en particulier les molécules ciblant la signalisation PI3-
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kinase/Akt, et les HSPs (figure 19). Aujourd’hui des traitements a base d’héréguline (un
ligand stimulant le récepteur HER-2) pourrait étre un choix supplémentaire pour
contrebalancer la survie des cellules tumorales dans les nouvelles thérapies (Mazumdar, 2001)
(figure 19). Par ailleurs, les études sont tournées de plus en plus vers le niveau d’acétylation
des histones qui semble étre une cible d’intervention thérapeutique potentielle. On sait que
I’expression des protéines de la famille Bcl-2 est influencée par 1’oestradiol (Kandouz et al.,
1996), par conséquent, le niveau d’hormones pourrait avoir des implications importantes sur
le ratio des protéines pro- et anti-apoptotiques (Krajewski et al., 1999) dans les cellules
malignes. De plus, il est montré que 1’oestradiol en augmentant I’expression de la protéine
Bcl-2 protége la cellule de I’apoptose, et que ces effets sont réversés par 1’utilisation d’anti-
oestrogénes (Wang & Phang, 1995). De ce fait, le tamoxiféne (drogue couramment utilisée en
hormonothérapie pour lutter contre le cancer du sein) pourrait a nouveau induire ces cellules
en apoptose via la « down-régulation » de Bcl-2 (Zhang et al., 1997, 1999). Pour conclure, il
ne faut pas oublier de citer I'intérét des cytokines (Fas, TNFa, IFNy, TRAIL) ciblant les
cellules tumorales afin de les induire en apoptose in vitro (revue Baetu & Hiscott, 2002 ;

Timmer et al., 2002).

II- 3- c- Inhibition de I’angiogenése tumorale.

L’angiogenese autour de la tumeur est un processus complexe permettant la formation
de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de ceux qui sont présents, a 1’aide de molécules
appropriées, et cela a proximité de la tumeur. Ils assurent alors 1’approvisionnement des
tumeurs en oxygene et en nutriments. La cellule cancéreuse est ainsi capable d’induire la
synthese de telles molécules par des cellules adjacentes non cancéreuses et de détourner a son
profit des mécanismes biologiques qui vont lui permettre de survivre dans un compartiment
cellulaire grace aux apports véhiculés par les vaisseaux nouvellement formés. Ces molécules
sont nommeées facteurs angiogéniques, et le facteur le plus couramment décrit, est le Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF). Il est intéressant de noter que la croissance, 1’invasion et
les métastases de nombreux cancers dépendent de ce processus angiogénique. Il est décrit que
le VEGF est exprimé sous ’effet de I’hypoxie des cellules cancéreuses (Marxsen et al., 2001).
En effet, lors de la croissance tumorale la taille de la tumeur augmentant, les cellules en
profondeur sont en hypoxie. Ce stress conduit alors les cellules tumorales a produire du

VEGF. De méme, I’expression du VEGF est aussi augmentée lors de mutations conduisant
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soit a la transformation cellulaire soit a la progression tumorale sous 1’influence d’hormones
oestrogenes ou androgeénes (Ruohola et al., 1999). Par conséquent, ’altération de 1’expression
et/ou de la fonction de ces molécules angiogéniques apparait étre responsable du pouvoir
angiogénique accru des cellules tumorales. Par conséquent, la progression sur un plan
histologique, d’une hyperplasie a un carcinome invasif est associ¢e au développement de

structures vasculaires et a une augmentation de facteurs angiogéniques dans la tumeur.

Auparavant, la stratégie utilisée pour lutter contre I’angiogenése tumorale reposait sur
I’inhibition de la biodisponibilit¢ des facteurs angiogéniques secrétés par les cellules
tumorales. En effet, la majorité des facteurs de croissance se lient aux glycosaminoglycanes
polysaccharides de la surface cellulaire et de la matrice extracellulaire (héparane sulfate,
héparine, ...). De ce fait, cela a donné lieu a de nombreux essais d’inhibition de leur activité
par des composés dérivés de 1’héparine (Smorenburg & Van Nordeen, 2001). Cependant en
raison de la toxicité des produits, les essais précliniques et cliniques ont été abandonnés.
Depuis quelques années, les recherches ont montré que le VEGF est un des acteurs majeurs
du processus angiogénique. La famille de ce facteur de croissance contient 6 membres : le
VEGF lui-méme et les VEGF-B a -E et le facteur de croissance du placenta. Trois récepteurs
pour le VEGF ont été identifiés : VEGF-R1 a -R3. Ces récepteurs sont des récepteurs a
activité tyrosine kinase qui transduisent le signal via leur trans-autophosphorylation lors de la
fixation du ligand. Récemment, de nombreuses stratégies visant la signalisation du VEGF ont
été développées et ont débuté avec I’inhibition de l’autocrinie du VEGF. En effet, une
premiére approche a consisté a inhiber 1’expression du VEGF lui-méme par 1’utilisation
d’oligonucléotides antisens ou a I’aide de I’expression d’un construit qui cible ’ARNm du
VEGF (Oku et al., 1998 ; Belletti et al., 1999). Une autre approche a consisté a produire des
anticorps monoclonaux anti-VEGF-R (Bevacizumab® et IMC-1C11) et les recherches tendent
a montrer que leur utilisation affecte la croissance tumorale dans de nombreux modeles de
xénogreffes (Rosen, 2002 ; Zhu et al., 2002). De plus, des essais cliniques de phase I et 11
avec ces anticorps monoclonaux ont montré que les doses d’anticorps utilisées étaient tres
bien tolérées par les patientes atteintes d’un cancer du sein et qu’une réponse clinique partielle
¢tait observée dans la plupart des cas (Goldman et al., 1998 ; Sledge et al., 2000).
L’utilisation de récepteurs solubles et recombinants du VEGF sont également a 1’étude pour
capturer le ligand avant sa fixation aux récepteurs membranaires. Une autre maniére de
bloquer la signalisation du VEGF, est d’utiliser des inhibiteurs de ’activité tyrosine kinase du

récepteur. Le SU5416 (dérivé de I’indoline) est I’inhibiteur de référence pour le VEGF. Il

© 2003 Tous droits réserves. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Laurent Dollé, Lille 1, 2003

81

inactive le récepteur VEGF-R2 bloquant ainsi la croissance tumorale, les métastases et la
formation de micro-vaisseaux sanguins (Fong et al., 1999 ; Smolich et al., 2001). Cependant
cet inhibiteur ne bloque pas ’activité des récepteurs aux FGFs et des autres tyrosine ou sérine
kinases qui interviennent également dans 1’angiogenese. Aujourd’hui, d’autres inhibiteurs du

VEGF-R2 sont en cours d’essais cliniques (PTK787, ZK22584).

Outre le VEGF, d’autres facteurs sont aussi synthétisés par les cellules endothéliales
dans I’environnement des tumeurs, favorisant ainsi I’angiogenése tumorale. De nombreuses
protéases en particulier les métalloprotéases matricielles (MMP) -2, -4 et -9 y sont
surexprimées. Dans une stratégie anti-angiogénique des inhibiteurs de spécificité plus ou
moins étroite pour la métalloprotéase-2 (MMP-2) sont déja en essais cliniques de phase III.
Cette voie anti-angiogénique, consistant a détruire sélectivement les cellules endothéliales des
vaisseaux sanguins tumoraux, fait appel a d’autres molécules. En effet, il a ét¢ montré que les
intégrines avP3 et avPB5 sont spécifiquement synthétisées par les cellules endothéliales
angiogéniques. Des antagonistes de ces intégrines, constitués par des anticorps ou des
peptides cyclisés obtenus par synthése chimique, inhibent 1’angiogenése tumorale (Brooks et
al., 1994). C’est le cas du compos¢ EMD121974 qui se lie a I’intégrine avp3 et provoque
ainsi I’apoptose des cellules endothéliales angiogéniques. D’autres marqueurs des vaisseaux
tumoraux ont été décrits et pourraient servir de cibles a d’autres composés comme le
EMDI121974: I’endosialine, 1’endogline, le collagéne VIII. Citons aussi les 2 composés
extraits du cartilage de requin, qui ont des actions multiples a la fois sur les échangeurs
sodium-proton, sur les MMPs de la matrice extracellulaire et la voie de signalisation du
VEGF (Gingras et al., 2001 ; Beliveau et al., 2002). Plusieurs molécules a activité
antiangiogénique constituent une nouvelle classe de molécules thérapeutiques. Ces molécules,
a la différence des facteurs angiogéniques, sont circulants et capables d’inhiber I’angiogenése
nécessaire au développement des métastases a distance de leur lieu de synthése. Les plus
connues sont I’angiostatine et I’endostatine (Yamaguchi et al., 1999). Toujours dans le but de
détruire les vaisseaux tumoraux, une approche consiste a diriger des toxines a [’aide
d’anticorps sur les seules cellules endothéliales intratumorales en épargnant ainsi les cellules
endothéliales saines (Huang et al., 1997). C’est le cas d’un anticorps bispécifique dirigé
contre un antigéne spécifiquement exprim¢ par I’endothélium tumoral et dirigé aussi contre le
facteur tissulaire humain (I’'un des facteurs majeurs de la chaine de coagulation du sang)

permet d’obtenir une thrombose des vaisseaux tumoraux.
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Enfin, une autre approche a consisté a développer des ligands ayant un mimétisme
pour le VEGF. La stratégie pour produire ce genre de molécules est I’utilisation des anticorps
anti-idiotypes. Parmi ces molécules, des agonistes du VEGF-R2 se sont révélés capables in
vitro et in vivo de déclencher la prolifération des seules cellules endothéliales. Ainsi
I’anticorps anti-idiotype agoniste, couplé a une toxine permet de réduire 1’angiogenése

(Ortega et al., 1996).

II- 3- d- Inhibition de I’invasion et des métastases.

La progression tumorale, définie comme une séquence d’événements qui autorise la
cellule maligne a devenir invasive et éventuellement métastatique, est I'un des plus grands
problémes dans la biologie du cancer (Fearon, 1999 ; Hanahan & Weinberg, 2000).
L’invasion et les métastases sont les étapes qui permettent a la cellule tumorale de se
disséminer pour atteindre des cibles secondaires, comme les poumons ou encore les os dans le
cancer du sein. La lutte contre ces propriétés, acquises par la cellule maligne, fait 1’objet de
grandes investigations dans les thérapies anti-cancéreuses. Ici, seront surtout développées les
stratégies antitumorales qui ciblent les Métalloprotéines matricielles (MMPs). Il est connu que
les cellules épithéliales normales sont presque incapables de migrer, par contre, les cellules
tumorales acquicrent une certaine motilit¢ (Tamura et al., 1998). Pour cela les cellules
tumorales doivent opérer une transition dans leur phénotype. D’abord, modifier la nature et la
quantité des protéines du cytosquelette. Ensuite, modifier le type de jonctions intercellulaires
et ¢également favoriser des contacts illégitimes entre elles et les cellules du
microenvironnement. Et enfin, modeler leur environnement pour permettre I’invasion des
tissus sous jacents, I’intravasation dans les vaisseaux sanguins avoisinants ou encore leur
nidation dans les sites secondaires. Cette transition du phénotype épithélial « statique » au
phénotype fibroblastique « mobile » (nomm¢é aussi caractére mésenchymateux) nécessite en
effet des modifications moléculaires des filaments intermédiaires du cytosquelette permettant
ainsi aux cellules cancéreuses d’émettre des expansions cytoplasmiques pour leur locomotion
(figure 20). Ces modifications morphologiques s’accompagnent le plus souvent par des
remplacements des kératines en vimentines et des surexpressions de tenascines (Hendrix et

al., 1996 ; Thomas et al., 1999 ; Dandachi et al., 2001).
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Figure 20 : Morphologies particuliéres adoptées par les cellules cancéreuses pour assurer leur mobilité. A.
Cellule cancéreuse mammaire en cours de migration. B. Cellule d’un carcinome de I’utérus (photo de Rio MC,
2001). L’armada d’expansions cytoplasmiques (lamellipodes) émanant de la cellule tumorale sont des piliers
nécessaires a la progression dans ses intentions colonisatrices. Ces morphologies sont le reflet des remaniements
des molécules du cytosquelette accompagnées des redistributions des intégrines et des cadhérines. Chaque
intervenant a un role, et chaque role est interprété a la lettre, le tout devant les chefs d’orchestre que sont les

voies de signalisation.

Participent, aussi a ces mécanismes d’invasion et de métastases, les intégrines et les
cadhérines. Les intégrines sont essentielles pour la progression tumorale, non seulement pour
leur capacité de médier des interactions physiques avec la matrice extracellulaire (MEC), mais
aussi pour leur capacité de réguler les voies de signalisation qui contrdlent la dynamique de
’actine et les mouvements cellulaires, ainsi que la croissance et la survie (pour revue Shaw,
1999 ; Mercurio et al., 2001). D’un co6té, la migration est un processus dynamique qui
nécessite une formation et un désassemblage rapides des contacts adhérents au substrat. De
I’autre, les intégrines sont a la fois présentes dans les lamellipodes pour la locomotion de la
cellule et dans les hémi-desmosomes pour 1’adhérence. Par un jeu de construction et de
remodelage, les intégrines parviennent a étre des partenaires dans ces 2 actions. Par exemple,
la redistribution de 1’intégrine a6p34 avec les cytokératines ou I’actine F est primordiale pour
la cellule tumorale mammaire au cours de la migration (Mercurio et al., 2001). Il est alors
logique de prendre pour cible les intégrines pour lutter contre la tumeur. Aujourd’hui, on

trouve : des anticorps (Vitaxine) (Gutheil et al., 2000), des peptides cycliques (Schraa ef al.,

© 2003 Tous droits réserves. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Laurent Dollé, Lille 1, 2003

84

2002) et des antisens (MacDonald & Ladisch, 2001). Les cadhérines, déja développées au
chapitre 1 (pour revue Bracke et al., 1996; Mareel et al., 1997 ), sont également cibles des
thérapies anticancer. Liao et al. (2000) montrent que le blocage de la cadhérine VE, par une
administration systémique d’un anticorps monoclonal dirigé contre cette protéine, inhibe
I’angiogenese, la croissance tumorale et les métastases ce qui valide cette cadhérine comme
cible thérapeutique potentielle. Il ne faut pas omettre I’intervention des Focal Adhesion
Kinase (FAK) (Weiner et al., 1993 ; Hanks & Polte, 1997) et de NF-kB (Andela et al., 2000)
dans la signalisation de ces processus et leurs potentielles utilisations comme stratégies dans
les biothérapies.

Une particularit¢é marquante a lieu lors des processus d’invasion et de métastases : c’est la
désorganisation tissulaire. Lors de ces remaniements, la MEC et la membrane basale sont
dégradées grace a des enzymes appartenant a la famille des MMPs (Rudolph-Owen &
Matrisian, 1998) et des activateurs du plasminogene (PA) (Stephens et al., 1998). De ce fait,
I’inhibition de ces protéines pourrait permettre a la fois la prévention du développement du
cancer et I’inhibition de la dissémination. A I’heure actuelle, le processus de métastase est

couramment subdivisé en différentes étapes séquentielles, qui sont :

- dissociation des cellules tumorales et détachement a partir de la tumeur primitive
(« switch phénotypique ») ;

- infiltration active du stroma environnant (invasion) ;

- entrée dans les vaisseaux sanguins ou lymphatiques (intravasation) ;

- transport vers des organes distants et adhérence a 1’organe cible (transport et
ciblage) ;

- départ des vaisseaux (extravasation) ;

- invasion des cellules tumorales dans I’organe cible (invasion).

La MEC est constituée de deux composés principaux : la membrane basale et le tissu
interstitiel (Judware & Culp, 1997). Les composants de la membrane basale sont: le
collagéne IV, la laminine, les protéoglycannes, ’entactine, 1’ostéonectine. De ce fait, les
MMP-2 et-9 pourraient jouer un role important dans la transformation d’un cancer in situ en
un cancer invasif. Le tissu interstitiel contient quant a lui, du collageéne de type I, II, III, des
glycoprotéines, des protéoglycanes et I’acide hyaluronique. Au cours de la dissémination, le
tissu interstitiel est connu pour étre dégradé principalement par les collagénases et quelques

stromélysines. De nombreuses études ont démontré une corrélation entre la quantité
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d’enzymes protéolytiques exprimées par les cellules tumorales et leur comportement invasif
in vitro et leur pouvoir métastatique in vivo. Des études par Hybridation /n Situ (HIS) et
Immunohistochimie (IHC) révelent que, bien que de nombreuses cellules malignes produisent
les MMPs, ces protéases sont souvent abondamment exprimées par les cellules stromales
localisées a proximité de ces cellules invasives. De plus, le pattern d’expression de ces MMPs
dans les tumeurs varie en fonction de la nature de la MMP concernée et aussi en fonction du
type de cancer. Par exemple, dans les carcinomes colorectaux, la MMP-7 est exprimée
sélectivement par les cellules ¢épithéliales malignes alors que les cellules stromales
avoisinantes expriment les stromélysines 1 et 3 et la gélatinase A (Newell et al., 1994). Dans
le cancer du sein, la stromélysine 3 et la MMP-1 et —3 sont exprimées préférentiellement par
les cellules stromales alors que la MMP-2 est trouvée dans les deux types cellulaires,

tumorales ou non (Uria et al., 1997).

Puisque I’invasion des cellules cancéreuses commence par la traversée de la matrice
extracellulaire, il a été montré que de nombreuses cellules tumorales expriment de hauts taux
de MMPs (Scorilas et al., 2001). De plus, il est connu que dans une cellule, 1’activation des
MMPs est contrebalancée par I’expression d’inhibiteurs spécifiques de ces protéines, appelés
TIMPs (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases) (Brew et al., 2000). Par conséquent, les deux
types de molécules sont considérés comme des cibles attractives dans les biothérapies
actuelles (revue Sauer ef al., 2002). L’inhibition de 1’activit¢ des MMPs a été trés étudiée
comme approche pouvant inhiber la croissance et 1’invasion des cellules malignes (figure 21).
Aujourd’hui, dans les thérapies anti-cancéreuses, les inhibiteurs des MMPs sont nombreux et
sont en essais cliniques de phase II voire de phase III (Nelson ef al., 2000 ; Vihinen & Kéhiri,
2002). Ces inhibiteurs peuvent étre des molécules naturelles ou non, peptidiques, des peptides
synthétiques ou des dérivés de la tétracycline ou encore de bisphosphanate. Parmi eux, les
inhibiteurs peptidomimétiques sont les plus couramment rencontrés : ce sont des molécules
qui miment la structure des substrats des MMPs et fonctionnent comme des inhibiteurs
compétitifs réversibles (exemples : Batimastat, Marimastat, Solimastat). Ainsi, le Batimastat
(ou BB-94), inhibiteur spécifique de MMP, a ét¢ montré comme inhibant la croissance
tumorale dans des modéles animaux (Aparicio et al., 1999) et un essai clinique de phase I a
confirmé son effet inhibiteur sur des effusions pleurales tumorales chez des patientes atteintes
d’un cancer du sein. Les résultats tendent a suggérer que les MMPs sont impliquées dans la

plupart des phases de la carcinogenése mammaire (du stade d’initiation au processus
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Figure 21 : Représentation schématique de la cascade de signalisation de I’activation des métalloprotéases
(MMPs). Les effets inhibiteurs des composés utilisés sont indiqués en bleu. Pro-uPA: Pro- urokinase
Plasminogen Activator; uPA : urokinase Plasminogen Activator; PA: Plasminogen Activator; PAI:
Plasminogen Activator Inhibitor ; Pro-MMPs: Pro-Metalloproteinases ; MMPs : Metalloproteinases ; TIMP :
Tissue Inhibitor of MMP.

métastatique). Les inhibiteurs non peptidiques ont été synthétisés sur la base de Ia
conformation tridimensionnelle du site de fixation des MMPs et sont plus spécifiques que les
précédents (exemples : Prinomastat, BAY 12-9566, BMS-27529, CGS27023A). L’inhibiteur
naturel le plus utilisé est le Neovastat, molécule extraite du cartilage de requin. Son effet est
surtout bas¢ sur 1’inhibition de ’angiogenése par son action sur le VEGF-R2 et sa capacité a
induire I’apoptose des cellules endothéliales. Le Metastat, dérivé de la tétracycline, a une
activité anti-métastatique. Quant aux bisphosphanates, ils sont utilisés essentiellement dans
les traitements des cancers du sein avec métastases osseuses, puisqu’ils ont ét¢ développés

comme inhibiteurs de la résorption osseuse.
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II- 4- Conclusion : les enjeux de ces nouvelles thérapies.

Nous n’avons abordé que quelques mécanismes possibles pour ces biothérapies telles
qu’elles viennent d’étre décrites, mais il est clair que toutes les voies biochimiques de la
cellule peuvent étre la cible de ce type de molécules. De plus, les résultats prometteurs de
certaines molécules ne doivent cependant pas faire oublier les problémes a résoudre pour
optimiser ces approches thérapeutiques. A savoir, la difficulté de I’apport des inhibiteurs aux
sites tumoraux, et la rencontre des problémes de mise en place de mécanismes d’échappement
par les cellules tumorales. L’amélioration de la distribution des drogues et 1’é¢tude des
mécanismes de résistance, sont a présent en plein essor. Nous venons de le montrer, ces
nouvelles thérapies agissent par des mécanismes d’action assez spécifiques sur des cibles
clairement identifiées. Par conséquent, il est important que ces cibles thérapeutiques soient
présentes sur les tumeurs, afin de permettre une activité de ces drogues. Il devient donc
nécessaire de définir des stratégies qui visent a identifier, de facon simple, reproductible,
efficace et non envahissante pour les patients, I’éventuelle présence de ces cibles. Deux
stratégies peuvent alors étre envisagées : 1’une, ne s’adressant qu’a la population tumorale
exprimant la cible, et a fortiori, ne traiter que ces patients. L’exemple typique en est la
surexpression d’ErbB2 et le traitement par 1’Herceptine. Un test immunologique de mise en
¢vidence de la surexpression de Erb-B2 permettrait de proposer un traitement avec
I’anticorps. L’autre stratégie consiste a traiter toute la population malade dans laquelle on sait
que la cible est représentée avec une grande fréquence sans chercher a discriminer
individuellement 1’absence ou la présence de la cible.

Le cancer a une base multifactorielle et polygénique, qui confére a chaque tumeur un
potentiel évolutif propre, mal appréhendé par les systémes de classifications existants. La
classification des tumeurs repose encore sur des observations cliniques (taille de la tumeur,
envahissement ganglionnaire, présence de métastases) et histologiques (origine tissulaire,
type, grade histopronostique). Ce manque de résolution est I’'une des raisons des échecs
thérapeutiques actuels. Aujourd’hui, le développement de techniques d’analyse du génome,
du transcriptome et du protéome rend possible des études biologiques systématiques,
débouchant en particulier, sur le choix de cibles thérapeutiques spécifiques et efficaces.

Un autre probléme du développement de ces molécules est soulevé par des criteres de
toxicité ou de réponse. En effet, les modeles animaux, précédemment développés pour tester

les agents cytotoxiques classiques, sont mal adaptés a ces médicaments. Il faut par conséquent
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imaginer des critéres de jugements sur le plan pharmacologique qui permettront de prédire
I’efficacité de ces nouvelles approches thérapeutiques. La perspective future étant a la fois la
guérison et le dépistage précoce d’un état cancéreux. Le typage des tumeurs devient alors
indispensable et nécessaire a la réalisation de ces ciblages thérapeutiques. Aujourd’hui, ou
dans les jours a venir, la carte d’identité de chaque tumeur, représentant I’emprunte maligne
d’un patient, sera en mesure d’indiquer I’inefficacit¢ d’un traitement ou de modifier le
traitement inapproprié. Demain, en fonction des évolutions technologiques et de la recherche,
la tumeur sous code barre n’est peut étre pas si inimaginable qu’il puisse paraitre.

Nous avons encore beaucoup a apprendre des facteurs de croissance qui sont sollicités
lors de la progression tumorale mais la recherche actuelle avance a grands pas.
L’identification de nouveaux facteurs de croissance, accompagnée du décryptage de leurs
voies de signalisation, va permettre non seulement d’agrandir la famille de ces polypeptides,

mais surtout apporter un choix supplémentaire dans la stratégie anticancer.
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Generalites
CHAPITRE 111
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COMPLEMENT

Analyse Protéomique des Partenaires de PTPL1/ FAP-1 dans

les Cellules de Cancer du Sein

Nous avons montré que le 4-OH-tamoxiféne inhibe 1’effet mitogéne du NGF par
induction de PTPL1/ FAP-1, en inhibant la tyrosine phosphorylation de pl140™* et des
MAPKSs, normalement activés lors de la stimulation du NGF. Nous avons donc recherché le
mécanisme de cette inhibition, mais a ce jour aucune interaction physique potentielles entre
FAP-1 et pl40™* n’a pu étre détectée. Nous avons alors utilisé I’approche protéomique pour
identifier les partenaires potentiels interagissant avec FAP-1. Ces résultats préliminaires sont

montrés dans la partie suivante.
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ANALYSE PROTEOMIQUE
DES PARTENAIRES DE FAP-1
DANS LES CELLULES DE CANCER DU SEIN.

I- INTRODUCTION.

Nos travaux montrent que FAP-1 inhibe 1’effet mitogéne induit par le NGF au niveau

0™ et des MAPKs. Se pose alors la question du

de la phosphorylation du récepteur pl4
mécanisme de cette inhibition et des partenaires moléculaires de FAP-1. Pour répondre a cette
question, nous avons utiliser I’analyse protéomique, que notre laboratoire développe depuis
plusieurs années pour ’analyse de cellules de cancer du sein (Vercoutter-Edouart et al.,
2001 ; Hondermarck et al., 2001). Notre laboratoire a d’ailleurs été pionnier dans

I’installation de la plateforme d’analyse protéomique de la Génopole de Lille

(http://www.genopole-lille.fr/fr/plateaux_techniques/proteomique/).

II- MATERIEL ET METHODES.

Les applications de I’analyse protéomique reposent sur une méthodologie résumée

dans la figure 22.

II- 1- Extraction des protéines et immunoprécipitation de FAP-1 et de ses

partenaires.

Les tampons de lyse cellulaire utilisés sont les mémes que ceux de nos études
précédentes (Vercoutter-Edouart et al., 2001). L immunoprécipitation de FAP-1 a nécessité
I’anticorps anti-FAP-1 (sc-1138) fournit par Santa Cruz. Nous avons utilisé le principe décrit
par Dynal Biotech en employant de la protéine G couplée a des billes magnétiques.
Briévement, apres incubation des lysats cellulaires avec I’anticorps anti-FAP-1 pendant une
nuit a 4°C, les billes magnétiques (Dynabeads) ont été ajoutées pendant 2h. Seules les parties
constantes des anticorps vont se fixer sur la protéine G magnétisée. Avec un racle magnétique
nous avons immunoprécipité les billes couplées aux anticorps, et par conséquent FAP-1 et ses

partenaires. Enfin, 3 rincages successifs ont été nécessaires pour laver les immunoprécipitats.
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Figure 22 : Principe de 1’analyse protéomique. Aprés extraction des protéines totales provenant de la lignée

cancéreuse MCF-7, nous avons immunoprécipité FAP-1. La séparation des protéines s’effectue par

électrophorése bidimensionnelle couplant, d’une part, leur séparation en fonction de leur charge (pl: point
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isoélectrique) et de leur masse moléculaire (PM). La détection des protéines se réalise par la coloration au bleu
colloidal. Elles apparaissent sous forme de spots. Ensuite, chaque spot a été découpé puis digéré par la trypsine.
Enfin, chaque digestat a été dessalé et analysé en spectrométric de masse en mode MALDI-TOF (Matrix
Assisted Laser Desorption/lonisation- Time of Flight). L’empreinte peptidique représente le type de spectre
MALDI-TOF obtenu pour un spot. L’interrogation des banques de données nous permet d’identifier la protéine a

la fois avec I’aide du spectre MALDI-TOF mais aussi avec le pl et le PM caractérisés en électrophorese 2D.

Enfin, le tampon de Laemmli ajouté, les immunoprécipitations sont mises a 100°C pendant 5

min.

II- 2- Electrophorése bidimensionnelle.

L’¢lectrophorése bidimensionnelle est basée sur 1’utilisation séquentielle d’une
isoélectrofocalisation (IEF) et d’une séparation en gel de polyacrylamide en présence de SDS
(sodium dodecyl sulfate). Ce principe permet alors de séparer les protéines en fonction de leur
point isoélectrique (pl) et de leur poids moléculaire (PM). Les conditions utilisées ont été
décrites dans Vercoutter-Edouard et al. (2001) et Hondermarck et a/. (2001). Dans la
premiére dimension, les protéines sont soumises a une électrophorése présentant un gradient
de pH continu (de 4 a 10). Au moment ou le pH est égal a leur pl, les protéines ne migrent
plus. Dans la deuxiéme dimension, réalisée dans un gel réticulé constitué¢ de polyacrylamide
(10%), les protéines entourées de SDS migrent selon leur masse moléculaire,
indépendamment de leur charge. Dans nos travaux, la détection des protéines s’est faite par

coloration au bleu colloidal.

II- 3- Identification des protéines par spectrométrie de masse.

L’identification des protéines présentes dans les gels 2D repose sur [’utilisation
combinée de la spectrométrie de masse et des bases de données. La spectrométrie de masse a
permis la réduction considérable des quantités de protéines nécessaires a 1’identification
(revue Matsuo & Seyama, 2000). Quant aux progrés de I’informatique, combinés a la
génomique, ils ont permis 1’¢laboration des banques de données ou se compilent des sommes
croissantes d’informations. Dans nos travaux nous avons utilisés les protocoles décrits

Vercoutter-Edouard er al. (2001) et Hondermarck et al/. (2001). Avant I’utilisation du
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spectrometre de masse, les protéines séparées par la 2D sont digérés directement dans le gel
par la trypsine. Pour nos travaux, nous avons utilisés le spectrométre de masse en mode
MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation- Time of Flight) pour I’étude des

composés peptidiques.

I1I- RESULTATS.

I1I- 1- Electrophorése 2D des protéines co-immunoprécipitées avec FAP-1.

Nos expériences de mise en évidence des partenaires de FAP-1 ont été réalisées avec

le protocole précédemment décrit. Les gels 2D ont été colorés au bleu colloidal (figure 23).

Chaque spot est représenté par un numéro et est défini par son pl et son PM.

Figure 23 : Gel 2D coloré au bleu colloidal correspondant a un dép6t de protéines co-immunoprécipitées avec

FAP-1. Les fléches rouges indiquent les protéines caractérisées, et les fleches noires les protéines non identifiées.

I11- 2- Identification des protéines co-immunoprécipitées avec FAP-1.
Apres D’extraction du gel et digestion trypsique, chaque spot a été analysé en

spectrométrie de masse en mode MALDI-TOF. Les protéines correspondantes aux numéros 1,

2,8,9, 11,12, 13 et 14 ont été caractérisées et son représentées dans la tables 3. Chaque

© 2003 Tous droits réserves. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Laurent Dollé, Lille 1, 2003

191
MALDI-TOF delta | Protéines
soumises | “matched” | (ppm) | identifiées
u » 1242.6878 | 1242.6806 5.8
" s 1290.7012 [ 1290.6806 16 .
1361.7705 | 1361.7429 | 20 | Mortaline
gﬁn 1450.7489 | 1450.7178 21 (HSP70)
: P 16958657 st 15930020 15929528 31 21264428
. 1694.8842 | 1694.8502 20
8705461
| ‘ . | 20841091 | ’67&425&2 a "
7490 11994 16498 21002 26506 30010
Mass (m/z)
100 14EH

90

u 1410.6484 | 1410.6290 14

" 1607.7976 | 1607.7746 | 14 o
0 1800.8494 | 1800.8404 | 5.0 |Calrcticuline
2519.1882 | 2519.1942 | 2.4 4757900
: o 2870.3752| 2870.4035 -9.8

\ 2960.3267 | 2960.2936 11

20

10

i 14 ) 02 2506 o

Mass (mfz)

1w 12956185 16EH4

. 1039.6250 [ 1039.5940 30

" 1130.6354 | 1130.5958 35

1143.6688 | 1143.6349 30 .

" 1229.6447 | 1229.5989 | 37 | Lubuline(
2 W 7106439
! 1245.6178 | 1245.5938 19
I a3 1319.7218 | 1319.7033 14

“ 25503 9m 1620.8857 | 1620.8361 31

30

n [ 5 G 6&?3622147 B0

12584916 4 21992656

I L IR u

40 11994 16498 21002 26506 30010

" 19

90

80

n 897.4242 897.4140 11

o 913.4001 913.4089 -9.7

. 1307.7172 | 1307.6782 | 30 | Cytokératine

M 1323.6857 | 1323.6731 9.5 9

) 4557705

2 l

mm

. mh o — w
90 14 ) 02 w06 o

Table 3

© 2003 Tous droits réserves. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Laurent Dollé, Lille 1, 2003

192
MALDI-TOF delta Protéines
soumises | “matched” | (ppm) | identifiées
w Ll
]
. 965.4836 965.4692 15
9754691 | 9754536 | 16 | Cytokératine
v 1093.5864 | 1093.5642 20
# Tz 1239.6439 | 1239.6407 2.6 18
o 1292.7001 1292.7484 -16 106851
@ 2854.4042 | 2854.4084 -1.5
0 211301
0 22 26
183 i
: A e
900 14 ) 102 08 i
Mass mfz)
@ 827.4322 827.4303 2.3
9 1030.5599 | 1030.5686 -8.4
" 1129.6626 | 1129.6217 36 D
. 1419.7838 | 1419.7484 | 25 | Cytokératine
2 §
! 87303
! 976.4401 | 976.4488 | -8.9
" 1198.6709 | 1198.7061 -29
¢ 1515.7485 | 1515.7497 -0.8
! 1790.8685| 1790.8925 | -13 Actine
. 1954.0612| 19540650 | -1.9 | |, c000)
1 u'g 790622 o1 \ﬁm "
0 10994 14498 - 18002 21506 25010
100 5920
) 976.4509 | 976.4488 | 2.1
! 1132.5344 | 1132.5275 | 6.1 .
¢ 1198.7115 | 1198.7061 4.5 Actine y
’ 1515.7640 | 1515.7497 | 9.4 7441428
¢ 1790.9188 | 1790.8925 15
¥ 1954.1300 | 1954.0650 33

0 e g

012

it

0
2010

© 2003 Tous droits réservés.

http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine



http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Laurent Dollé, Lille 1, 2003

193

Table 3 : Caractéristiques des protéines identifiées par spectrométrie de masse. Chaque protéine a son empreinte
trypsique, les masses des fragments trypsiques (masses soumises), les masses peptidiques de la digestion
théorique (MH+ matched), 1’écart par rapport a la masse théorique en ppm, le nom de la protéine suivi en

dessous de son numéro d’accession trouvé dans MS-Fit Search.

protéine est alors identifiée par son empreinte trypsique, son pl et son PM. Au cours de ces
travaux, nous avons utilis¢ « MS-Fit Search » comme banque de données afin d’identifier les
protéines partenaires de FAP-1. Les spots 3, 4, 5, 6, 7, 10 et 12 n’ont donné jusqu’a présent
aucun résultat. Dans la table 3, chaque protéine identifiée est caractérisée par son empreinte
trypsique (masses des fragments trypsiques) obtenue par les analyses MALDI-TOF , soumises
a la recherche informatique ; par les empreintes peptidiques contenues dans les banques de
données protéiques et issues de la digestion enzymatique théorique des protéines
correspondantes (MH+ « matched »), 1’écart par rapport a la masse théorique (delta en ppm)

et enfin le nom de la protéine ainsi identifiée suivi de son numéro d’accession.

IV- CONCLUSION.

Nos travaux apporte 1’identification de protéines éventuelles, appartenant au du
cytosquelette (tubuline B, actine B et vy, calréticuline et les cytokératines 8, 9 et 18), co-
immunoprécipitées avec FAP-1. Ces expériences préliminaires suggerent une localisation
submembranaire de FAP-1, ce qui est en accord avec Bompard ef al. (2003). Néanmoins, a ce
stade, d’autres expériences sont nécessaires pour valider ces candidats potentiels. Mais il est
intéressant de noter qu’une interaction de FAP-1 et de la tubuline alpha a déja été observée
(Pasquali et al., 2000). Dans nos expériences, sur une vingtaine de protéines visualisées sous
forme de spot au bleu colloidal, 1/3 n’a pas permis une identification apreés digestion
trypsique. Ces spots correspondaient aux intensités de coloration les plus faibles, suggérant
que la quantité¢ de matériel était insuffisante pour une détection au MALDI-TOF. Encore 1/3
des spots, apres digestion peptidique, suivi de I’analyse par MALDI-TOF n’a pas fournit
d’identification dans les banques de données, méme apres 'utilisation de la spectrométrie de
masse en tandem. Le 1/3 restant nous informe que nous avons identifier des protéines du
cytosquelette et deux protéines chaperonnes (calréticuline et HSP70). D’autres étapes

limitantes de 1’analyse protéomique s’ajoutent, a savoir le caractére hydrophobe et insoluble
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de certaines protéines, et en particulier de p14OTrkA, ce qui rend leur étude par électrophorese
2D incertaine. Pour éviter ces difficultés, notre laboratoire développe actuellement des
méthodes off-gel, telle que la technique ICAT (Isotope-coded affinity tagging) qui utilise

uniquement la spectrométrie de masse (Aebersold & Mann, 2003).
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Revue 2

Functional Proteomics of Breast Cancer for signal Pathway

Profiling and Target Discovery

Sous presse dans The Journal of Mammary Gland Biology and Neoplasia.
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DISCUSSION
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Les résultats des travaux présentés dans cette thése montrent pour la premiére fois
que :

» Le NGF est surexprimé dans les cellules tumorales mammaires. En effet, son
expression est retrouvée dans toutes les lignées cancéreuses mammaires que nous
avons étudiées. Cette expression est spécifique des lignées tumorales puisque le NGF

n’est pas détecté dans les cellules épithéliales mammaires normales.

» Le NGF stimule de fagon autocrine la croissance des cellules tumorales mammaires.

» Le 4-OH-tamoxiféne inhibe 1’effet mitogéne du NGF par induction de la tyrosine
phosphatase FAP-1/PTPL-1. En effet, FAP-1 inhibe la tyrosine phosphorylation de
p140™™* et des MAPKs.

> La voie de signalisation de p75™'%

nécessite la protéine TRADD pour 1’obtention de
I’effet anti-apoptotique du NGF. La stimulation de la survie des cellules cancéreuses
par le NGF implique la fixation de TRADD. De plus, nous avons montré que cette

interaction p75™" */ TRADD met en jeu le domaine de mort de TRADD.

La croissance des cellules de cancer du sein est régulée par différents facteurs de
croissance qui stimulent ou inhibent leur prolifération, différenciation et migration (revues
dans Ethier, 1995 ; Le Bourhis et al., 2000), parmi lesquels nous pouvons inscrire le NGF
comme facteur autocrine. L’identification de nouvelles molécules capables de moduler la
croissance des cellules mammaires et la connaissance de leurs mécanismes de signalisation
constituent un élément important pour la compréhension de la cancérogenése mammaire, ainsi
que pour la conception de stratégies innovantes contre cette pathologie. L’ensemble de nos
résultats s’intégre enticrement dans ce contexte et ouvre de nouvelles perspectives pour le

traitement de cette pathologie. Notre discussion s’articule autour de trois axes:

I- La production du NGF par les cellules tumorales mammaires.
II- La signalisation du NGF dans ces mémes cellules.

II1- L’intérét pratique du NGF dans le cancer du sein.
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I- LA PRODUCTION DU NGF.

I- 1- Pourquoi une dérégulation de la production de NGF dans les cellules

tumorales mammaires ?

Plus d’un demi siecle d’études sépare I’effet neurotrophique du NGF sur les neurones
de la découverte de son implication dans le cancer du sein. L’effet du NGF sur les cellules
épithéliales mammaires n’ayant pas été suspecté jusqu’a présent, 1I’expression de ce facteur de
croissance dans cet organe n’avait fait ’objet que de peu d’études. Les seules indications
montrant la présence du NGF dans la glande mammaire reposaient essentiellement sur
I’immunodétection (Murphy et al., 1977) et I’activité biologique (Grueters et al., 1985) de ce
facteur dans le lait de souris. Quant a I’espéce humaine, une immunoréactivité anti-NGF avait
été rapportée au niveau d’implants mammaires (Lossing & Hansson, 1993). Cependant,
aucune de ces études n’avait replacé 1’origine du NGF présent dans la glande mammaire. La
provenance de ce NGF pouvait étre la circulation générale ou provenir d’une production
locale, puisque le sein est un organe richement vascularisé, et que la présence de NGF avait
déja été rapportée dans la circulation sanguine (Bonini et al., 1996). Nous avons montré que
le NGF est surexprimé par les cellules épithéliales cancéreuses alors qu’il n’est pas produit

par les normales. De plus, Le NGF stimule de fagon autocrine la croissance des cellules

NGF
p140TrkA

vésicules

de sécrétion \<@) © ;
P ©) PROLIFERATION

© : ﬁ et

':' © i SURVIE
° e o

©

Cellule de cancer du sein

Figure 24 : Représentation schématique de la stimulation autocrine du NGF dans les cellules cancéreuses

mammaires.
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tumorales mammaires (figure 24). La surexpression de facteurs de croissance et de leurs
récepteurs avait déja ét¢ démontrée (Bange & Zwick, 2001), comme les FGFs/ FGF-Rs,
I’IGF-I/ IGF-RI et erb-B2. Néanmoins, contrairement aux FGFs, I’expression du NGF
apparait étre plus tissu spécifique, puisque seulement quelques types cellulaires produisent et
libérent cette neurotrophine. Il est largement admis qu’avant I’émergence clinique du cancer,
plusieurs mutations ont eu lieu, entre 1’exposition a un carcinogéne (phase d’initiation), la
promotion d’un clone transformé (phase de promotion), et I’indépendance de ce clone vis-a-
vis des facteurs de régulation physiologiques (pouvoirs d’invasion et de métastase) (phase de
progression). Par les analyses de cytogénétique classique comme I’hybridation génomique
comparative (CGH) et 1’étude du polymorphisme de taille des fragments de restriction ont
conduit & I’identification de « génes de cancer ». Ainsi, les pertes d’alléles inactivent des
genes suppresseurs de cancer, quant aux amplifications, elles sont responsables de 1’activation
d’oncogenes. Le geéne du ngf se localise sur le bras court du chromosome 1 (figure 25):
Ip13.1 (Francke et al., 1983; Scott et al., 1983). Nous notons que les altérations du
chromosome 1 sont I’une des anomalies les plus réguliérement observées dans le cancer du
sein (Hainsworth et al., 1992 ; Biéche et al. 1993, 1999 ; Tanaka et al., 1993 ; Schwab et al.,
1996). Par conséquent, on peut imaginer qu’au cours de la progression tumorale la mutation
du ngf pourrait étre une étape nécessaire pour ce processus de transformation. Par exemple,
une amplification du locus serait éventuellement responsable de la synthése accrue de NGF

par les cellules tumorales touchées par cette mutation.

1p32-pter 1p13-p21 1q21-g31
< > <> D S
Chr 1
el REEHGEE B O 8§44 ¥ & B RS BEE T B EE
|| BN TN W T I | N || ]
P —
: 1q41-q44
locus ngf locus trkA EMa
pl3.1 q21-q22

Figure 25: Représentation schématique du chromosome 1. Les fléches rouges indiquent les loci des génes ngf et
trkA. Les doubles fléches noires montrent les LOH connues du chromosome 1 alors que les doubles fléches

bleues désignent les amplifications. p: bras court; q: bras long.
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Il est intéressant de noter que, dans les cellules normales, certaines protéines sont
surexprimées par rapport aux cellules tumorales, et que ce fait soit corrélé avec 1’existence de
modifications épigénétiques (pour revue Hanahan & Weinberg, 2000 ; Widschwendter &
Jones, 2002). En effet, I’'importance d’expression des protéines 14-3-3¢ (Ferguson et al.,
2000) et cycline D2 (Evron et al., 2001), dans les cellules normales versus cancéreuses, réside
dans I’hyperméthylation du promoteur de ces genes dans les cellules malignes, expliquant
alors leur absence respective dans ces dernicéres. Des modifications épigénétiques similaires
pourraient alors expliquer la surexpression du NGF dans les cellules tumorales versus sa non
expression dans les cellules épithéliales mammaires normales.

De méme, une stabilitt de ARNm du NGF pourrait étre responsable d’une
expression élevée dans les cellules malignes. Au méme titre, une augmentation de 1’instabilité
de PARNm du NGF dans les cellules normales répondrait également a ces différences
d’expression.

Au sein de la cellule tumorale mammaire, le probléme pourrait résider au niveau des
facteurs de transcription qui permettent au géne ngf d’étre transcrit. En effet, une
surexpression de facteurs de transcription dans les cellules ainsi transformées pourrait, en se
fixant sur leur sites consensus au niveau de I’ADN, situés en amont du géne ngf, permettre
une transcription accrue du NGF. Cependant, aujourd’hui, 1’identit¢ de ces facteurs de
transcription reste inconnue. Il serait donc primordial de se lancer dans I’identification de sites
consensuels de fixation pour connaitre les facteurs de transcription qui activent le géne ngf.
Nous avons mené une approche préliminaire en utilisant des programmes informatiques
nommés « TFSEARCH » et « ALIBABA » qui compilent I’ensemble des données
(« TRANSFAC ») concernant les sites consensuels des facteurs de transcription et leur
potentielle présence dans les séquences soumises a la recherche (Wingender, 1994). Aprés
introduction de la séquence en amont du promoteur du ngf dans cette banque de données,
nous trouvons entre autre un site potentiel pour le facteur de transcription NF-kB. D’un coté,
nous montrons la surexpression de NGF dans les cellules tumorales et de 1’autre nous
trouvons que NF-«B pourrait induire la transactivation du NGF. Nous pouvons alors nous
interroger sur I’incidence des suractivations de NF-xB fréquemment retrouvées dans les
tumeurs mammaires dans cette surexpression de NGF. En effet, il est connu que les mutations
des voies anti-apoptotiques permettent une survie accrue des cellules en inhibant 1’apoptose.
D’autre part, 1’activation constitutive de NF-kB est observée dans la lignée MDA-MB-231

qui représente un stade plus avancé du cancer du sein (Nakhastri et al., 1997). Nous pouvons
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émettre 1’hypothése que NF-«kB en se fixant sur le promoteur du ngf augmente la
transactivation du gene ngf ce qui conduit a une surexpression du NGF. Néanmoins, des
¢tudes de liaison et de transactivation de NF-kB et d’autres facteurs de transcription sur le
promoteur du ngf sont nécessaires pour valider cette hypothése. Cependant, la découverte de
I’action de NF-kB sur la transactivation du ngf a un intérét double. Non seulement, on
montrerait ’intervention de NF-kB comme étant un des facteurs de transcription du NGF,
mais en plus, cela affirmerait la boucle d’autocrinie du NGF observée dans les cellules
tumorales mammaires. Néanmoins, pour vérifier la présence réelle de ces sites, des études
d’analyses du promoteur et de la séquence en amont et en aval de la séquence codante sont

nécessaires.

I- 2- Sécrétion constitutive ou régulée du NGF dans les cellules cancéreuses

mammaires ?

Il est démontré qu’au cours de la progression tumorale, le gain d’une autocrinie pour
un facteur de croissance est ¢levé (voir « Généralités, Chapitre 1) (Bange & Zwick, 2001).
L’acquisition par les cellules tumorales mammaires de I’autocrinie du NGF s’avére étre un
avantage. Il est connu que le NGF peut également agir par voie autocrine ou paracrine sur
d’autres types cellulaires. En effet, dans 1’épiderme, le NGF est produit par les kératinocytes
et stimule leur prolifération selon une boucle autocrine (Di Marco et al., 1993), et la
prolifération des mélanocytes par voie paracrine (Yaar et al., 1991). Par ailleurs, le NGF joue
un réle important dans le systéme immunitaire. Il est produit par une variété de cellules
immunocompétentes : les lymphocytes T (Ehrhard et al., 1993) et B (Torcia et al., 1996) et
les macrophages (Barouch et al., 2001). Bien que 1’autocrinie du NGF semble étre un moyen
pour la cellule tumorale de proliférer activement, ou, par exemple, de permettre une
différenciation pour les cellules de I’immunité, les connaissances sur le mécanisme par lequel
les cellules produisent et libérent le NGF s’avérent quasi-inexistantes. D’ailleurs, de fagon
générale, peu de choses sont connues sur la libération des neurotrophines (NTs),
contrairement aux avancées significatives dans 1’identification des signalisations de ces
polypeptides.

Il a ét¢ montré que les NTs utilisent a la fois la sécrétion constitutive et régulée

(Blochl & thoenen, 1995 ; Goodman et al., 1996 ; Heymach et al., 1996 ). Communément, il
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est admis que les cellules non neuronales libérent les neurotrophines par une sécrétion
constitutive, contrairement aux cellules neuronales qui ont en plus une sécrétion régulée
(Kelly, 1991 ; McAllister et al., 1999). Les NTs sont initialement synthétisées sous la forme
d’un précurseur (« préproprotéine »), puis converties en une forme mature par différents
clivages enzymatiques. En parallele a cette maturation, Heymach et al. (1996) se sont
demandés si le signal « pro-» était également nécessaire au mécanisme de libération du NGF,
puisqu’il a été montré que ce signal « pro- » joue un réle pour d’autres protéines dans leur
sécrétion régulée (Journet et al., 1993 ; Fortenberry & Chirgwin, 1995; Scheiffele et al.,
1995 ). Les mutants des précurseurs du NGF, ainsi que ceux du BDNF et de la NT-3, dans les
domaines « pro », indiquent que ces signaux n’interviennent pas dans la sécrétion régulée de
ces NTs. Il semblerait que le signal nécessaire a cette sécrétion régulée soit portée par la NT
mature (Heymach et al., 1996). La sécrétion régulée des NTs est dépendante de
I’augmentation des concentrations calciques intracellulaires (Blochl et al., 1995 ; Goodman et
al., 1996). Les interactions des NTs avec leurs récepteurs activent la signalisation conduisant
a ’augmentation de calcium (Kaplan & Miller, 1997). Ces résultats suggérent que les NTs
pourraient induire la sécrétion controlée de NTs. En effet, la libération de NGF et de BDNF
induites par les NTs, ont récemment ét¢ montrées dans certains neurones, de méme dans les
cellules PC12 (Canossa et al., 1997). Ce processus a été décrit comme dépendant de
I’activation des récepteurs Trks concomitante a la mobilisation de calcium, a partir de
réserves cytoplasmiques. En comparant nos expériences utilisant 1’ionomycine, et celles de
libération du BDNF (Fawcett et al., 1997 ; Moller et al., 1998) et de NT-4/5 (Wang & Poo,
1997), nous sommes tentés de poser I’hypothése d’une voie de sécrétion du NGF qui pourrait
étre fonctionnellement régulée dans les cellules tumorales mammaires. Nous connaissons peu
les mécanismes de sécrétion du NGF puisque ce facteur est exprimé a des taux extrémement
faibles dans les neurones ou dans les autres cellules productrices. En paralléle aux travaux de
Canossa et al. (1996), Kriittgen et al. (1997) ont observé une libération similaire de BDNF
dans les cellules PC12, mais ont noté en plus de p14OTrkA, I’intervention de p75™'® dans ce
processus. Ensuite, ils ont montré, que le BDNF et le NGF induisent la sécrétion régulée de
BDNF, NT-3 et NT-4/5 (Kriittgen et al., 1998). Ainsi, I’effet du BDNF sur la libération de

NT-3 peut étre abolie par I’anticorps bloquant de p75™'~

, et non par le K-252a. Alors que le
NGF libére la NT-3 via, a la fois, p140TrkA et p75NTR. Dans notre modéle cellulaire, nous ne
pouvons affirmer I’implication de p140™* et/ou de p75™'® dans la sécrétion du NGF. En
effet, nous n’avons pas vérifié si, sous I’influence du NGF, il y a ou non remodelage de la

présence des vésicules de sécrétion. Dans la compréhension des processus de sécrétion de
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NTs, des études récentes tentent de donner un role aux voies des céramides (Blochl &
Sirrenberg, 1996 ; Casaccia-Bonnefil et al., 1996) et de PLCy et d’IP3 via p75™'® et p140™*
respectivement (Vetter et al., 1991 ; Finkbeiner et al., 1997).

Dans notre modele de la cellule cancéreuse mammaire, nous avons pu détecter de
grande quantité de NGF au sein de leur cytoplasme et dans le milieu. Nos travaux suggerent
donc d’utiliser les cellules de cancer du sein comme mod¢le privilégié pour 1’étude de ces

mécanismes de sécrétion des neurotrophines, et du NGF en particulier.

I- 3- Role neurotrophique du NGF dans le cancer du sein ?

L’innervation de la glande mammaire comprend trois grandes composantes: la
principale correspond aux fibres afférentes somatiques (2¢ au 6¢ nerfs thoraciques)
fournissant de nombreuses terminaisons nerveuses au niveau du mamelon. La seconde, aux
fibres nerveuses sympathiques pour la stimulation des muscles lisses, essentiellement présents
dans le mamelon, mais aussi dans les vaisseaux sanguins. Et enfin, la derniére est représentée
par quelques fibres nerveuses sympathiques a destination des canaux (Mitchell et al., 1994 ;
Sarhadi et al., 1996). Le sein est donc un organe bien innervé. Les neurotrophines (NTs), dont
le NGF fait parti, sont des molécules de signalisation importantes a la fois pour le
développement mais aussi pour le maintien de I’intégrité structurale des systémes nerveux
central et périphérique (Levi-Montalcini, 1987 ; Thoenen, 1991). En outre, les NTs sont
impliquées dans la plasticité synaptique du systéme nerveux (Thoenen, 1995 ; Lu & Figurov,
1997 ; McAllister et al., 1999 ; Poo, 2001), ce qui en fait de bons candidats comme agents
thérapeutiques dans les maladies neurodégénératives, telle qu’Alzheimer. En effet, outre leurs
roles majeurs dans la différenciation et la survie des neurones, les NTs agissent aussi comme
des modulateurs de 1’activité synaptique et dans les modifications structurales des connections
synaptiques (revue Mendell & Arvanian, 2002). Il a été montré chez des patientes atteintes du
cancer du sein que, les fibres nerveuses sont plus volontiers présentes au sein méme des
tumeurs qu’aux alentours de celles-ci (Taylor & Norris, 1967 ; Mitchell et al., 1994 ;
Schumacher et al., 1994). En effet, lors de la progression tumorale, les cellules malignes ont
besoin de plus de nutriments, lesquels sont distribués via la circulation sanguine avoisinante et
celle crée pour pallier a la demande. L’innervation de ces vaisseaux tumoraux est donc
importante pour leur activité vasodilatatrice qui permet un afflux plus important de nutriments

aux cellules tumorales. Il apparait, a priori cohérent, que dans les tumeurs la présence des
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fibres nerveuses se trouve au niveau des vaisseaux sanguins ou la tumeur a pris naissance. Peu
d’articles apportent des informations concernant I’innervation des vaisseaux, néanmoins, il est
montré que les artérioles sont abondamment innervées en comparaison des veinules et des
capillaires (Gabella et al., 1976). Cette innervation s’effectue avec les fibres nerveuses
résidentes dans 1’adventice des vaisseaux sanguins et avec les muscles lisses périphériques
(Burnstock & Costa, 1975). Cette proximité de ces fibres nerveuses de la surface luminale
pourrait les sensibiliser aux médiateurs contenus dans les vaisseaux. En considérant la
localisation des cellules épithéliales dans la glande mammaire, il n’est pas exclu que la
production de NGF par les cellules tumorales conduise a la diffusion du NGF dans Ia
circulation sanguine. Ainsi, le NGF via la voie sanguine pourrait agir sur les fibres nerveuses
pour moduler I’activité des muscles lisses des vaisseaux sanguins.

Dans le systéme nerveux périphérique, on attribue, entre autre, au NGF : le relarguage
de neurotransmetteurs et de neuropeptides (comme la substance P) (Lindsay & Harmar,
1989 ; Donnerer et al., 1992) connus comme molécules impliquées dans le développement de
la douleur. Par conséquent, la production de NGF est un régulateur majeur pour le systéme
nerveux, au moyen duquel de nombreux tissus influencent la densité et la distribution de leur
innervation sympathique. Dans le cancer du sein, la présence d’une douleur est observée dans
environ 10% des cas, et pourrait s’expliquer par I’implication des fibres nerveuses associées a
la tumeur, ou par une augmentation de la stimulation des fibres nerveuses préexistantes qui
conduirait la douleur. Aujourd’hui, en ce qui concerne le cancer du pancréas, I’hypothése
d’une activation de telles fibres nerveuses semblent étre le cas. En effet, Zhu et al. (1999) ont
montré que la douleur est associée avec 1’augmentation de 1’expression de NGF dans les
cellules cancéreuses pancréatiques et de p140TrkA dans les fibres nerveuses proches de la
tumeur. Jusqu’a présent, peu d’informations sont disponibles dans le cadre de la douleur et le
cancer du sein. Par conséquent, nous pouvons émettre I’hypothése que le NGF libéré par les
cellules tumorales puisse interagir avec les fibres nerveuses et conduire a la douleur. Cette
hypothése peut étre supportée par le fait que les NTs ont déja été montrées comme jouant un
role dans la transmission de la douleur physiologique et pathologique (Anand, 1995 ; Apfel,
2000). Les travaux de Mendell et al. (1999) vont également dans ce sens, en montrant
I’implication du NGF dans la survie et la sensibilisation des neurones nocicepteurs. Ainsi, la
présence de NGF ne serait pas exclusive pour les effets observés sur les cellules mammaires
tumorales, mais pourrait provoquer une conduction de la douleur via 1’augmentation de

I’activité du systéme nerveux sympathique.
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II- LA SIGNALISATION DU NGF.

II- 1- Mécanisme de I’inhibition de I’effet mitogéne du NGF par FAP-1 ?

Mon travail de thése démontre que FAP-1 est un modulateur de la voie de
signalisation du NGF, et qui plus est, cette protéine tyrosine phosphatase est induite par le 4-
OH-tamoxiféne, anti-cestrogéne couramment employé en clinique pour les patientes atteintes
du cancer du sein. Les anti-oestrogénes sont capables de moduler spécifiquement 1’expression
de certains geénes, principalement en antagonisant 1’effet des oestrogénes bien que des effets
pro-oestrogéniques secondaires ont également été¢ décrits (Huynh ez al., 1996). Il n’est donc
pas étonnant que le 4-OH-tamoxifene régule I’expression de FAP-1, et qu’elle soit dépendante
du récepteur aux oestrogénes (article 3). De plus, cette induction de FAP-1, par le 4-OH-
tamoxifene, a déja ét¢ montrée dans d’autres laboratoires (Freiss et al., 1998). Les tyrosines
phosphorylations résultent d’une balance entre 1’activité des protéines tyrosines kinases
(PTKSs) et les protéines tyrosines phosphatases (PTPs). A ce jour, peu de mécanismes sont
connus et démontrés pour tenter d’expliquer comment les PTPs sont régulées, contrairement
aux multiples connaissances de la régulation des PTKs. Cependant, il est admis que la
localisation des PTPs joue un role majeur dans la spécificité des substrats. Globalement, la
localisation de ces enzymes dépend de domaines non catalytiques, dits structuraux, qui
pourraient définir et limiter I’activité des PTPs a un nombre restreint de substrats. Parmi eux,
les domaines FERMs (Four-point 1 Ezrine Radixine Moésine), et PDZ sont les plus connus.
FAP-1 posséde un domaine FERM, localis¢ dans la partie N-terminale de la protéine, et 5
domaines PDZ. Il est largement admis que les protéines possédant un domaine FERM sont
localisées entre la membrane et le cytosquelette. De plus, les travaux de Bompard et al.
(2003b) ont montré que la localisation de FAP-1 était submembranaire. Puisque nous

observions une inhibition de phosphorylation sur p140™*

, hous pouvions émettre 1’hypothése
que FAP-1 soit également localisée au niveau submembranaire. En conséquence, cette
localisation submembranaire de FAP-1 serait en accord avec son action anti-proliférative face
au stimulus NGF, permettant la « déphosphorylation » de p140™*,

Par ailleurs, Bompard et al. (2003b) ont démontré que cette localisation particuliere de FAP-1
¢tait dépendante du domaine FERM, pour son adressage a la membrane, via deux sites de
fixation du PIP, (phosphatidylinositol 4,5-biphosphate). Quant aux domaines PDZs, ils
pourraient jouer un rdle dans la stabilisation de FAP-1 a la membrane (Bompard et al.,

2003b). Nous pouvons alors émettre les hypothéses suivantes : FAP-1 via son interaction
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directe ou indirecte avec pl4 pourrait déphosphoryler les résidus tyrosines de pl14

(figure 26A). Cependant, aucune publication ne mentionne I’existence d’une telle interaction
entre FAP-1 et p140™*. De méme, aucun résultat ne montre ’implication d’une protéine
adaptatrice entre p140TrkA et FAP-1. Par contre, comme FAP-1 a été montrée interagissant

NTR
5

avec p7 via ses domaines PDZs (Sato et al., 1995), la potentielle implication de FAP-1

I I pISNTR
A : B . F

MAPKs MAPKSs

Figure 26: Mécanismes d’action éventuels de FAP-1 sur la voie de signalisation p140™*/ MAPKSs normalement
induite par le NGF. L’action de FAP-1 sur cette signalisation pouvait s’expliquer de 2 fagons différentes (A et
B). La ligne en pointillés sépare chaque possibilité en 2 éventuelles interventions de FAP-1. A. FAP-1 inhibait
Ieffet mitogéne du NGF via son action directe ou indirecte sur p140™* (protéine intermédiaire en turquoise). B.
FAP-1 inhibait I’action mitogénique du NGF via sa fixation sur p75™"™® ou encore par une protéine intermédiaire

(en mauve) faisant relais entre p140™* et p75™™%,

dans la modulation de la signalisation p140™*/MAPK pourrait requérir p75™'~. En effet, il

est largement connu que des interaction entre p140™* et p75™™® puissent avoir lieu (revue
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Dollé et al., 2003). Via son interaction avec p75~' "~

, FAP-1 pourrait bénéficier du
rapprochement de p140™* avec p75™'® pour déphosphoryler le récepteur tyrosine kinase
(figure 26B), aboutissant a I’inhibition de D’effet mitogéne du NGF. Pour vérifier ces
hypotheses, des expériences de co-immunoprécipitations, de microscopie confocale et de
transfection cellulaire, associées a I’analyse protéomique, sont en cours de réalisation au

laboratoire, afin de déterminer quel mécanisme d’action est utilisé dans les cellules du cancer

du sein.

II- 2- TRADD : une protéine « switch » dans la stimulation pro versus anti-

apoptotique de p75™ ' "?

Le NGF favorise la croissance des cellules de cancer du sein par la stimulation de la
prolifération et de la survie. Pour assurer ces deux activités, ce facteur de croissance emprunte
deux voies de signalisation distinctes : p140™*/ MAPK pour conduire & 1’effet mitogéne, et
p75NR/ NF-xB pour I’effet anti-apoptotique (Descamps et al., 2001a). Le récepteur p75™ '~
fait partie de la famille des TNF-Rs (Tumor necrosis factor-receptor), dont le récepteur
prototype est TNF-RI. De plus, I'une des protéines recrutées par le TNF-RI est la protéine
TRADD (TNF-RI-associated death domain protein) qui peut servir comme plateforme pour le
recrutement d’autres protéines telles que les TRAFs (TNF-R-associated factors). Nos résultats
montrent que TRADD est impliqué dans 1’effet de survie du NGF dans les cellules tumorales

. . . NTR
mammaires en interagissant avec p75

par I’intermédiaire de son domaine de mort (article
2). Dans la signalisation du TNF-RI, TRADD est connu comme étant la protéine adaptatrice,
qui conduit a I’activation de NIK (NF-kB-inducing kinase), puis de IKK (I-xB kinase) pour
permettre la translocation de NF-kB dans le noyau (Jones, 2000). Il semble donc que

I’activation de p75™ '}

implique une interaction similaire avec TRADD, semblable a celle
observée pour le TNF-RI, suggérant une voie de signalisation identique. Néanmoins, des
expériences de mise en évidence de I’intervention successive de NIK et IKK devraient étre
menées pour montrer leur implication dans la signalisation p75" "~/ NF-kB dans notre modéle.
A ce méme titre, nous avons montré¢ que le réle des protéines TRAF-2 et TRAF-6 sont
impliquées dans la signalisation p75™ "/ NF-kB. Outre ce role de « protéine relais », TRADD
pourrait également se voir attribuer le role de « protéine switch » entre les voies de
signalisation pro et anti-apoptotique. Une sorte d’interrupteur qui permettrait, en fonction des

NTR

types de stimuli, de faire vivre ou mourir la cellule. En effet, il a été montré que p75" = peut
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moduler a la fois positivement et négativement 1’apoptose selon le type cellulaire étudié
(Mamadipudi & Wooten, 2002). Dans certains cas, p75" '~ est un inducteur d’apoptose

NTR

(Rabizadeh et al., 1993), alors que dans d’autres cas, 1’activation de p75" " conduit a un effet

protecteur (Gentry et al., 2000). Nous posons I’hypothése que TRADD puisse jouer un role

dans le contrdle de la stimulation pro versus anti-apoptotique de p75™ .

I1- 3- Pourquoi les cellules épithéliales mammaires normales sont-elles insensibles

au NGF ?

Les résultats précédemment obtenus dans le laboratoire, complétés par mon travail de
these, soulevent un fait important : le NGF ne stimule pas les cellules épithéliales mammaires
normales & proliférer, bien qu’il induise la phosphorylation de p140™*, que le récepteur
provienne des cellules épithéliales mammaires normales ou tumorales. Par ailleurs, le NGF ne
déclenche pas D’activation de la voie des MAP-kinases dans les cellules épithéliales
mammaires normales, alors que celle-ci est normalement induite par ’EGF. Nous pouvons
émettre deux hypothéses pour comprendre cette différence de sensibilité au NGF. Ces cellules
pourraient manquer d’un élément de transduction du signal entre p140™* et les MAP-
kinases. Ou bien, elles seraient soumises a un mécanisme particulier d’inhibition de cette

transmission. Nous pouvons déja écarter la possibilité d’une différence d’expression des

OTrkA NTR

récepteurs, puisque les cellules normales expriment a la fois p14 et p75" " (Descamps et

OTrkA

al., 1998). 11 est montré que p14 non glycosylé n’atteint pas la surface cellulaire (Watson

et al,1999), de méme que p75" "

(Breuza et al., 2002). Il apparait alors que les
glycosylations de ces récepteurs semblent réguler leur localisation membranaire et leur
activité. Néanmoins, la visualisation de ces protéines par Western Blot montre que leur masse
moléculaire relative est bien de 140 et 75 kDa, que les protéines proviennent d’une cellule
normale ou tumorale. Nous pouvons donc, a priori, écarter la possibilité d’une glycosylation
différente pour expliquer la non stimulation des cellules normales par le NGF. La distinction
des effets du NGF, entre les cellules tumorales et normales, pourrait faire intervenir une
lacune dans la transmission du signal. Il est possible que les effets du NGF soient modulés par
des interactions avec les récepteurs p140™* ou p75™™® et d’autres récepteurs de facteurs de
croissance, qui ont lieu dans les cellules tumorales et n’existeraient pas dans les cellules

normales. L’ activation de la voie Ras/MAPKSs est essentielle a I’activité du NGF (Descamps

et al., 1998). Cependant, cette activité semble pouvoir étre modulée par d’autres molécules
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n’appartenant pas uniquement a la cascade décrite pour p140™*. C’est le cas du récepteur

p185™ER2 oy c-erbB2 qui est activé par simple interaction avec p140TrkA en présence de NGF

(Tagliabue et al., 2000). Par ailleurs, ce manque de sensibilit¢ des cellules épithéliales

mammaires normales au NGF, pourrait impliquer un déréglement dans les protéines connues

pour étre engagées dans la transduction du signal. Dés lors, ce bouleversement pourrait

empécher la fixation de certaines protéines sur les récepteurs du NGF, rendu alors responsable

de la non stimulation de ces derni¢res au NGF. Une autre protéine, FRS2 (FGF receptor

substrate-2), pourrait aussi faire partie des cibles qui expliquent I’inactivité du NGF sur les

cellules épithéliales mammaires

@ — [ <—
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p140Trka

14-3-3c
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Figure 27: Représentations hypothétiques de 1I’implication de la surexpression de FAP-1 et de 14-3-3c dans la

cellule normale mammaire. Les cellules normales surexprimant ces deux protéines (a gauche du trait en

pointillé) par rapport aux cellules tumorales (a droite), le NGF reste incapable de stimuler leur prolifération.
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normales. Il est décrit que 1’activation des récepteurs aux NGF et FGF par leurs ligands
respectifs, conduit a la liaison et a la phosphorylation de FRS-2 (Kouhara et al., 1997). Une
fois activée par tyrosine phosphorylation, FRS2 sert de pont entre le récepteur et la voie des
Ras/MAPK en recrutant le complexe Grb2-Sos soit directement via le domaine SH2 de Grb2
ou soit indirectement par 1’intermédiaire de Shc. Ayant un substrat commun, I’interaction de
FRS-2 avec I’'un peut moduler la signalisation de 1’autre. La différence de sensibilité observée
dans les cellules épithéliales mammaires normales pourrait étre due a 1’inexistence de tels
crosstalks.

Nous avons montré que le 4-OH-tamoxiféne inhibe I’effet mitogene du NGF en
impliquant D’inhibition de la tyrosine phosphorylation de la voie p14OTrkA/MAPK par
I’induction de FAP-1 (article 3). Il est donc possible d’émettre [’hypothése qu’une
surexpression de FAP-1 dans les cellules épithéliales mammaires normales puisse les
conduire vers une incapacité a répondre au NGF (figure 27). Cependant, méme si 1’effet

O TrkA

mitogéne du NGF ne s’observe pas, pl4 est phosphorylé sous ’effet du NGF dans les

cellules épithéliales mammaires normales. En conséquence, puisque FAP-1 inhibe la

phosphorylation de p140™™*

, 1l apparaitrait a priori une inhibition de phosphorylation de
p140™* dans les cellules épithéliales mammaires normales. Une surexpression de FAP-1 ne
semblent pas étre I’explication de I’insensibilité¢ au NGF dans ces cellules.

Laronga et al. (2000) ont montré que la transfection de 14-3-3c dans les cellules
cancéreuses mammaires inhibe leur progression dans le cycle, suggérant son implication dans
la tumorigenese. Notre laboratoire a montré par analyse protéomique que la sous-expression
de 14-3-3c est corrélée avec la transformation maligne des cellules épithéliales mammaires
(Vercoutter-Edouart et al., 2001). De plus, Fergusson et al. (2000) ont montré que les ARNm
de la 14-3-3c sont tres faiblement exprimés, voir indétectables dans des échantillons de
cancer du sein, a cause d’une hyperméthylation du géne qui le rend silencieux. Ainsi,
I’ensemble de ces résultats suggerent que le dysfonctionnement de I’expression de la protéine
14-3-3c contribue a la dérégulation de la croissance observée dans les cellules cancéreuses
(figure 27). Aujourd’hui, nous pensons que dans les cellules épithéliales mammaires
normales, la surexpression de la protéine 14-3-3c, pourrait expliquer 1’insensibilité de ces
dernieres au NGF. Cette hypotheése est corroborée par les premieres expériences de
transfections de 14-3-3c dans les cellules tumorales mammaires, qui montrent que ces
cellules deviennent insensibles au NGF. Ces travaux font actuellement 1’objet de la

préparation d’un DEA dans notre laboratoire (Fanny Dubois, soutenance en Juillet 2003).
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III- INTERET PRATIQUE DU NGF DANS LE CANCER DU SEIN ?

I1I- 1- Le NGF : marqueur de diagnostic et/ ou pronostic ?

Nous avons montré que les cellules cancéreuses mammaires produisent le NGF et que
ce facteur n’est pas synthétisé par les cellules épithéliales mammaires normales. Ces résultats
indiquent la valeur marqueur potentielle du NGF dans le cancer du sein. Pour valider cette
hypothése et envisager une application pratique, il s’aveére nécessaire de quantifier le NGF
(aussi bien au niveau ARNm que protéique) dans une plus large population de biopsies
tumorales ou bénignes. En effet, établir des corrélations entre des parameétres utilisés
quotidiennement en clinique (comme le grade histopronostique, la survie, le type de cancer, le
récepteur des oestrogénes ou de la progestérone, ou encore 1’expression du pl40™* et
p75N"®) et la présence du NGF, pourraient s’avérer étre révélateur de I’intérét du NGF comme
marqueur diagnostic et/ ou pronostic. Suite a mon travail de thése, nous pouvons détecter le
NGF par Western Blot et RT-PCR quantitative en temps réel (voir annexe). Afin de pouvoir
quantifier a terme le taux de NGF, trouver un moyen de détection spécifique, sensible,
reproductible et non envahissant pour les patients, pourrait s’avérer riche d’applications. Nous
avons réalisé des tests ELISA, et nous les avons développés pour des échantillons protéiques
totaux a partir des lignées cellulaires tumorales. L’ utilisation de ces tests immunologiques en
clinique pourrait étre alors envisagée afin d’avoir une idée globale de la présence du NGF.
Actuellement, une collaboration avec le Dr. Christian Rolando et Adeline Lepage (UMR
CNRS 8009) est mise en place pour tenter de détecter le NGF par spectrométrie de masse et
appliquer ce protocole sur des échantillons comme le sérum, le plasma ou I’urine des patientes
atteintes de cancer du sein. Au préalable, nos études ont nécessité la mise en place d’une
détection du NGF par spectrométrie en utilisant le facteur de croissance commercialisé pour
obtenir le spectre de masse de NGF dit de référence. L ultime objectif sera la détection d’un

tel spectre dans les échantillons biologiques comme le sérum et le plasma.

III- 2- Ciblage des voies de signalisation du NGF ?

Les améliorations récentes des traitements du cancer du sein, provenant d’une
meilleure compréhension des bases moléculaires de la croissance cellulaire, sont actuellement

en émergence (Bange et al., 2001). Le meilleur exemple est certainement le développement

de nouvelles stratégies thérapeutiques basées sur 1’inhibition du récepteur tyrosine kinase Erb-
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B2, un membre de la famille du récepteur a I’EGF. L’inhibition spécifique de Erb-B2 par
I’Herceptine (un anticorps bloquant tronqué), est entrée en clinique avec succes, et a ce jour
donne des résultats prometteurs (Colomer et al., 2001). Mon travail de thése montre que le
NGF autocrine est indispensable pour la croissance des cellules de cancer du sein, ouvrant
ainsi la voie a des développements de nouvelles approches stratégiques. En effet, le ciblage
des deux récepteurs du NGF par des inhibiteurs pharmacologiques (comme le K-252a pour
bloquer p140™* et le PD98059 pour inhiber les MAPKSs) ou des anticorps monoclonaux
bloquant spécifiques (sur le méme schéma de 1’Herceptine), pourraient conduire a I’inhibition
de la croissance des cellules tumorales mammaires. De fagon similaire, 1’inhibition de NF-kB

NTR . \
conduisant a

par transfection de I’inhibiteur IkB, régulerait la voie de signalisation de p75
I’inhibition de D’effet de survie du NGF sur les cellules cancéreuses. En définitive, nos
résultats démontrent la possibilité d’une approche de ciblage de la signalisation du NGF pour
le traitement du cancer du sein, sur un mode¢le analogue a ce qui a été développé pour Erb-B2.

L’ensemble de nos résultats contribue a améliorer la compréhension des mécanismes de
régulation de la croissance des cellules de cancer du sein, et ouvre de nouvelles perspectives
pour le pronostic et le traitement de cette pathologie. De plus, le NGF et ses voies de
signalisation apparaissent maintenant étre des cibles potentielles ce qui pourrait déboucher sur

de nouvelles perspectives pour le traitement du cancer du sein. Tout commence par des

réves...
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LA RT-PCR QUANTITATIVE
EN TEMPS REEL

La méthode de RT-PCR quantitative en temps réel permet la détection et la quantification
de produits de PCR au fur et a mesure de leur apparition dans le milieu réactionnel (AbiPrism
7700 Sequence Detection System, Applied Biosystems, Perkin Elmer). Cet appareil utilise la
méthodologie « TagMan » et nécessite 1’utilisation de tubes optiques spécifiques qui restent
fermés du début de I’amplification PCR jusqu’a la détection, réduisant les risques de

contaminations.

I- METHODOLOGIE « TAQMAN ».

La méthodologie TagMan repose sur I’activité 5°-3° exonucléase de la Taq
polymérase. En effet, cette propriété est exploitée pour digérer une sonde oligonucléotide
complémentaire d’une séquence située sur la cible ( i¢i le NGF) entre les amorces sens et anti-
sens. Cette sonde porte une molécule fluorescente a chacune de ses extrémités. Toutes les
sondes utilisées au sein du laboratoire portent le TAMRA (6-carboxy-tetraméthyl-rhodamine)
comme molécule fluorescente a I’extrémité 3’ (quencher). Pour notre sonde, la molécule

fluorescente a I’extrémité 5° (reporter) est le FAM (6-carboxy-fluorescein) (Figure 28).

I- 1- Choix des amorces et des sondes.

Le choix des amorces et des sondes TagMan est réalisé a ’aide du logiciel Primer Express
(Perkin Elmer). Les indications fournies par ce logiciel sont suffisamment stringentes en ce
qui concerne les températures et la structure de la sonde TagMan, de plus, des paramétres
supplémentaires peuvent étre modifiés de fagon a choisir la sonde la plus appropriée pour
I’environnement du geéne cible d’intérét.
Les amorces choisies doivent présenter les critéres suivants :

- une taille comprise entre 18 et 30 nucléotides,

- une composition en GC équivalente pour les deux amorces et comprise entre 40 et

60%,
- la présence d’un a trois G ou C en 3’ de I’amorce pour verrouiller I’hybridation

matrice-amorce,
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- ¢éviter les repliements d’une amorce sur elle-méme (intra-complémentarité) et les

dimeres d’amorces (inter-complémentarités).

1) Début d’élongation R = Reporteur
amorce sonde
sens
Q
5 (— p3
3 5 Les 2 fluorochromes, le reporteur et le

quencheur sont attachés a la sonde, ils
sont proches l'un de ['autre. Aucun signal
5 3 de fluorescence ne peut étre détecté.

amorce
anti-sens

2) Digestion de la sonde

N _ 7
| N

5 {~ — ——/p 3!

3 5 Durant  chaque cycle d'élongation,
I’ADN polyméraseTaq clive entre les 2
fluorochromes. Le reporteur, libre,

3 s éloigne du quencheur, il émet alors sa
<3 5 fluorescence.
3) Elongation complétée |
BCIEN
\ —
-~ - _
=1 -

5' =

3 5 La sonde détruite par ['enzyme, se
déshybride de sa cible. La Taq
polymérase finit son travail d’élongation.

A

5 = 3

Figure 28 : Représentation schématique de la méthodologie « TagMan ».

La sonde TagMan doit répondre aux mémes critéres que ceux des amorces PCR. Elle doit en
outre présenter les caractéristiques suivantes :
- s’hybrider spécifiquement a la cible au niveau d’une séquence située entre les
amorces sens et anti-sens,
- étre phosphorylée en 3’ pour éviter son élongation au cours de la PCR,
- avoir une température de fusion Tm supérieure d’au moins 5°C a celle des amorces
pour que I’hybride formé entre la sonde et la cible soit plus stable que les hybrides

amorces-cibles,
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- ne pas s’hybrider aux amorces,
- ne pas avoir un G en 5’ ce qui atténuerait 1’émission de fluorescence du reporter
apres le clivage de la sonde.

Pour le NGF les séquences nucléotidiques des amorces et la sonde sont présentées sur le table

4.
Taille de
Séquences nucléotidiques I’amplicon | Tm | % GC
(pb)

Amorce sens | 5’-GAC AGT GTC AGC GTG TGG GTT-3’ 60 57

Amorce anti-sens | 5’-CCC AAC ACC ATC ACCTCCTT-3’ 24 58 55

Sonde 5’-(6-FAM)AAG ACC GCC ACA GAC 68 56

ATC AAG G -3’

Table 4: Séquences nucléotidiques des amorces et de la sonde du Nerve Growth Factor.

I- 2- Conditions expérimentales.

Nous avons choisi les concentrations optimales des composants du mélange
réactionnel (MgCl,, amorces, sonde et reverse transcriptase) pour parvenir au meilleur
compromis entre une intensité de fluorescence élevée (ARN) et la détection des produits
d’amplification la plus précoce possible (Ct bas).Ces conditions ont permis de définir un
mélange réactionnel contenant 5 pl de tampon TagMan 10X ( 500 mM KCIl; 0.1 mM
éthylénediaminetétraacétique, 100 mM tris HCI, pH8.3, 600 nM ROX), 12.5 unités de reverse
transcriptase (MuLV), 1.25 unités d’Ampli Taq Gold DNA Polymérase, 20 unités d’inhibiteur
de RNase, 4 mM de MgCl,, 200 nM d’amorces sens et anti-sens, 200 nM de sonde, 300 uM
de dATP, dCTP, dGTP et 600 uM de dUTP (Figure 29).
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Figure 29 : Optimisation des concentrations des composants réactionnels du mélange. La RT-PCR a été réalisée

avec des concentrations croissantes de MgCl, (A), amorces (B), sonde TagMan (C), et MuLV reverse

transcriptase (D). Les fléches indiquent les concentrations optimales. Le Ct (cycle threshold) est le nombre de

cycles a partir duquel une augmentation significative de fluorescence est détectable. Le ARn correspond a la

variation de ’intensité de fluorescence du reporter avant et aprés PCR, normalisé a la fluorescence d’une

référence passive interne présent dans la solution (ROX : dérivé de rhodamine).
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L’utilisation de concentrations élevées en MgCl,, stabilisant I’hybridation de la sonde, permet
d’augmenter la température de 1’étape d’hybridation/¢longation et de plus, la Taqg Gold DNA
Polymérase nécessite des concentrations élevées en MgCl,. Des contrdles ont été également
inclus dans chaque expérience. Les controles, les dilutions d’ARNs standards, et des lignées
cellulaires ont été effectués en duplicate.

La transcription-réverse et I’amplification sont réalisées dans le méme tube, sur 500 ng
d’ARN total, selon le protocole suivant (AbiPrism 7700, Perkin Elmer) : aprés une incubation
de 30 min. a 48°C (reverse transcription) et de 10 min. a 95°C (activation de la Taq Gold
DNA Polymérase) ; la PCR est réalisée 15 sec. a 95°C puis 90 sec. a 60°C pendant 40 cycles.

La figure 30 montre la localisation des amorces sens et anti-sens, et de la sonde sur I’ADNc

du NGF.
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Figure 30 : Séquence de ’ADNc du NGF. Les amorces reconnaissent les séquences représentées par les
encadrés bleus ; la sonde se fixe entre ces 2 amorces et est représentée par 1’encadré rouge. L’encadré noir
désigne le codon « start » et I’encadré vert montre la localisation du signal de polyadénylation. Dans la lecture 5’
vers 3°, ’amorce sens débute en 578 et se termine en 598, I’amorce anti-sens de 632 a 652 et la sonde de 608 a

629. L’ARNm du NGF comprend 1047 nucléotides.
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I- 3- Expression et analyses des résultats.

La détermination du nombre initial de copies dans un échantillon est réalisée en
construisant une courbe étalon préparée a partir de dilutions d’'un ARN standard de
concentration connue. Pour chaque échantillon, le logiciel d’analyse construit une courbe
d’amplification [ARn=f(nombre de cycles)], ou ARn représente la variation de I’intensité¢ du
signal fluorescent émis par le reporter avant et au cours de la PCR (Figure 31). Cette courbe
permet de déterminer le nombre de cycles a partir duquel un signal fluorescent spécifique est
détectable (threshold Cycle, Ct). Le nombre initial de copies est obtenu grace a la relation

linéaire qui existe entre le Ct et le logarithme du nombre initial de copies (Figure 32).

2500 T T T Tt 111 LT BE 7 —Samples ;
b ' i1 | ' B3 FAM - A2 B O
2.000 4+ ;
, B3 Fam - A3 =1
4 DX FAM - A4 50
0K FAM - A9 B
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& 1000 b3 fAm - g1 B3
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0.500 -+ BX) FAM - 83 &l
BB (X rara - 84 {=3] B
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Muit. * stddev:[ 100 J* r“‘“‘—]_om_ FAM - A2 26.876 0.004 g ‘
Omit Threshold:{_ 2.0 | ; FAM - A3 28.395 0.002 :-.
Baseline FAM - A4 | 33.024 0.006
|5tan:i 3 | swpf 18 ]| FAM - A9 40.000 0.003 i
FAM - B1 22.865 0.003 N4
Update Calculations

Figure 31 : Courbes d’amplification obtenues a partir de quantités décroissantes d’ARN standard NGF. En
abscisse : nombre de cycles de PCR. En ordonnée : intensité du signal de fluorescence (ARn). Le nombre de
cycles a partir duquel un signal fluorescent spécifique est détectable définit Ct ; sa valeur est d’autant plus faible

que la quantité de cible de départ est importante.
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La réaction de PCR suit I’équation : N=N, (I1+E)* o N= nombre de molécules amplifiées
N,= nombre initial de molécules
E= efficacité de PCR
Ct=nombre de cycles

Log N=Log N, + Ct log (1+E)

ou log No=1log N — Ct log (1+E)

Ctlog (1+E) = log N- log Ny

Ct = (log N- logNy)/ log (1+E) =[1/ log (1+E)] x log N — log N¢/ log (1+E)

Nous avons une équation du style Y=AX + B

Ou Y= Ct, X=1log N et B=1log Ny/log (1+E)

La pente de la droite est donc égale a 1/ log (1+E), ce qui implique que celle-ci ne peut étre

inférieure a 3.32 pour E=1.

V.00
45.00 -
40.00 4
35.00 i B ‘

30.00 BRI sandaras [l
25.00 ! . . i

20.00

Slope: ! -2.992

Threshold Cyele (Ct)

15.00 i
5 - )
10.00 ntgrcapt* 47.076
5.00 Correfation  0.955

Coeff:
0.00 o

-5.00 -

Starting Quantity

Figure 32 : Droite standard. En abscisse : quantité initiale de cible en nombre de copies. En ordonnée : Ct

(threshold Cycle).

Le nombre de molécules accumulées a Ct, quelque soit N, est :
log N=log N+ Ct log(1+E)

Donc pour 2 concentrations différentes, N, et N;, on peut écrire :
log N=log Nyt Cy log (1+E) = log N1+ Ct1 log(1+E)
log Nj - logN= log (1+E) (Cy;-Cyo)
log (No/ N) = (Cy;- Cyo )log (1+E)
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N()/ N= (1+E) Ct1- Ct()
Pour une efficacité¢ de 100% (E=1), si No/ N1=10 alors Ct1-Cty=3.32
Si Nyo/ N1=2 alors Ct1-Cy=1.

Jusqu’a présent, comme le role du NGF dans le cancer du sein n’avait pas été suspecté, rien
n’est connu sur la production de ce facteur de croissance. Nous souhaitons définir, dans la

tumeur mammaire, les cellules productrices de NGF.
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Figure 33 : Courbes d’amplification obtenues a partir de 500 ng d’ARN des lignées cancéreuses mammaires
humaines. En abscisse : nombre de cycles de PCR. En ordonnée : intensité du signal de fluorescence. Deux
lignées hormono-sensibles, MCF-7 et T47D, ayant conservé plusieurs caractéristiques de 1’épithélium mammaire
différencié, et deux lignées hormono-insensibles, MDA-MB-231 et BT20, trés peu différenciées sont utilisées

pour déterminer 1’expression du NGF

Pour cela, une partie de notre travail consiste & quantifier les ARNms correspondants au NGF
par la technique de RT-PCR quantitative en temps réel. Quatre lignées cancéreuses

mammaires ont été utilisées et les différentes conditions de travail sont les mémes que celles
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précédemment décrites. Les résultats montrent que les ARNms de ce facteur de croissance
sont présents dans les cellules tumorales (Figure 33). De plus, il est a remarquer que

I’expression du NGF n’est pas la méme dans toutes ces lignées cellulaires (Figure 34).

6,0

5,0

4,0

3,0

2,0

1,0

|
|

L~HION
daLvL
0Ly

LY CdIN-VUIN

Figure 34 : Expression du NGF par RT-PCR quantitative en temps réel dans les lignées cancéreuses
mammaires humaines.

Nos résultats préliminaires tendent & montrer que la lignée MDA-MB-231 exprime de plus
grandes quantités d’ARNm du NGF que les autres lignées cellulaires étudiées alors qu’au
niveau protéique, toutes les lignées expriment le méme taux. A ce stade, ces expériences sont

préliminaires et demandent a étre valider.

II- CONSTRUCTION DES STANDARDS.

Les différentes étapes du protocole sont représentées sur la figure 35 ci-dessous..
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Préparation du fragmoent d"ADN & insérer :

PCR sur cOMNA de différentes lignées cellulaires
Electrophorése; Extraction du produit de PCR du gel
(EHALXE (Faf J_-'.xrmfir'.:m Kit, CHAGEN]
LIGATIOM : introduction de I'insert dans un plasmide
avec T4 DMNA Lifi]ﬁc b pGEM T

TRAMSFORMATION par choc thermigue .
introduction du plasmide dans des bactéries compétenties E.Coelt JM109
fGEMN-T Vector Systems, Fromeoga)

1

Etaleament sur boile de pétri
(milieu LB + agar + Ampicilling + X-Gal + IPI1G)
1

Sélection des colonies intéressantes
les colonies blanches contiennent I'insert dans la région codante de la PGal
et sont résistantes & 'ampicillineg

1

Varification de la présence de insert par PCR

Repiguage de colanies en miliew liquide LB
{

Extraction d"ADN plasmidigue
(CHA Filter Plasioid Waxi Kie, QLAGENT

1

SEQUENCAGE @ varification sdguence el orientation de I'insert
(373 Seguancaer-Appiiad Biogysramel]
i

LINEARISATION : par digestion enzymatiqua
TRANSCRIFTION in vitro aves T7 ou 5P6 polymérase
fRiGoMAN Large Scale HNA Froduction Systern, Prornega)

1
Traitement & la DMase, Contréle en électrophorésa, Masure OO 2680 nm

Figure 35 : Schéma récapitulatif de la préparation d’un standard par clonage d’un produit de PCR.

I1- 1- Préparation du fragment d’ADN a insérer.

II- 1- a- Préparation de I’ADNCc.

L’ARN des cellules cancéreuses mammaires humaines est extrait grace au kit
QIAGEN « RNA Mini Kit» et la mesure d’absorbance est prise sur 1’appareil Genquant
Pharmacia. Les ADN complémentaires sont préparés a partir d’1 pg d’ARN total de lignées
cellulaires cancéreuses mammaires humaines (Ready-To-Go You-First-Strand Beads,
Amersham Pharmacia Biotech). Pour éliminer les structures secondaires, les ARN sont

préalablement incubés 10 min. a 65°C (qsp 25 ul d’H20 DEPC (DiEthyl PyroCarbonate)),
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puis placés 2 min. dans la glace. Ils sont ensuite transférés dans un tube contenant les réactifs
(Transcriptase inverse M-MuLV, inhibiteur de Rnase et nucléotides) sous forme de billes avec
0.2 pg de « random hexameres » (qsp 33 ul d’H20 DEPC). Ils sont maintenus 1 min. a
température ambiante et incubés 60 min. a 37°C pour la reverse transcription. L’ADNCc est

ensuite immédiatement conservé a —20°C.

II- 1- b- Extraction de I’ADNCc du gel d’agarose.

On réalise une PCR avec nos amorces d’intérét a partir de I’ADNc préparé. Lors de cette PCR
les amorces, dont le dessin correspond a celui des amorces déterminées pour la RT-PCR sont

utilisées, mais avec les modifications suivantes :

- amorce sens :
5’- CGC TAA TAC GAC TCA CTA TAG CCA TGG-amorce sens -3’
- amorce anti-sens :

5’-AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA-amorce anti-sens-3’

L’amorce sens comporte la séquence T7 du systéme bactérien de transcription, tandis que
I’amorce anti-sens commence en 5’ par une queue poly-adénylée (30A). Les produits de PCR
sont déposés sur un gel d’agarose a 2%. Apres migration (1h a 100V), I’ADN est extrait du
gelpar le kit QIAEX II (QIAEX-II for DNA extraction, QTAGEN). Le gel est solubilisé¢ en
présence de 6 volumes de tampon QX1 (600ul pour 100mg). Les acides nucléiques sont
adsorbés sur des particules en gel de silice (30ul de QIAEX-II) en incubant 10 min. a 50°C.
Aprés centrifugation (Imin. a 12000g) le surnageant est éliminé. Le culot est lavé une
premicere fois avec 500ul de tampon QX1, puis deux fois avec 500ml de tampon PE. Le culot

est séché (30 min.) et ’ADN ¢lué avec 20ul d’eau.
II- 2- Clonage du produit de PCR dans un plasmide.
La ligation de I’insert est réalisée dans le plasmide pGEM (Proméga, France) : Sng du

produit de PCR sont incubés une nuit a 4°C en présence de I’enzyme T4 DNA ligase

(Proméga, France), de tampon 10X et de 50ng de plasmide pGEM (Figure 36).
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Figure 36 : Carte circulaire du plasmide pGEM-T. Ce vecteur contient : les sites d’initiation de la transcription
de I’ARN polymérase T7 (1) et de I’ARN polymérase SP6 (126), les promoteurs de I’ARN polymérase T7
(2987-6) et de I’ARN polymérase SP6 (121-143), un site de clonage multiple (10-113), le codon « start » lac z
(165), les séquences de I’opéron lac (2824-2984, 151-380), I’opérateur lac (185-201), la région codant la -
lactamase (1322-2182), la région du phage f1 (2368-2823), les sites de liaisons de ’amorce de séquengage sens
(2944-2960) et anti-sens (161-177) du pUC/M13 et le géne de résistance a I’ampicilline. Le vecteur est préparé
en coupant le plasmide pGEM-T avec EcoRV dans la région codante du geéne de la B-lactamase et en ajoutant

une thymide en 3’ aux 2 extrémités.

II- 3- Introduction du plasmide dans un hote approprié.

La transformation bactérienne est réalisée par choc thermique : 2ul de produit de
ligation sont incubés 20 min. dans la glace avec 50 pl de bactéries compétentes (E. coli,
IM109), puis 48 s. a 42°C pour terminer 2 min. dans la glace. Apres addition de 250ul d’un
milieu hypernutritif (SOC, Proméga), on incube 15min. a 37°C avant de laisser sous agitation
douce a 37°C pendant 75 min. Le produit de la transformation est étalé dans des boites de
Pétri sur du milieu LB solide (bactotryptone 10g ; extrait de levure 5g; NaCl 10g; eau
ultrapure gsp 11; pH7+ agar 1.5 g/100ml) contenant de I’ampicilline (25mg/ml), de I’X-Gal
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactoside, 20mg/ml) et de I'IPTG(isopropylthio-B-D-
galactoside, 25mg/ml). On laisse incuber dans une étuve a 37°C pendant une nuit. Pour

sélectionner les recombinants, la méthode employée repose sur la mise en évidence de la
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présence ou non d’une activité 3 - galactosididase. Pour cela nous utilisons le X-Gal, dont
I’hydrolyse libére une substance colorée en bleu, en plus du galactose, et I'I[PTG, inducteur
« gratuit » de la synthése de le B - galactosidase. La sélection des colonies est réalisée
visuellement : bleues si I’insert est absent ou blanches s’il est présent. En effet, une colonie
bactérienne pousse si chacune des bactéries qui la compose posseédent le plasmide pGEM
recombiné ou non (puisque ce vecteur code une protéine qui est secrétée dans 1’espace
périplasmique de la bactérie, ou elle inactive I’ampicilline qui y serait présente en hydrolisant

I’anneau B-lactame de cette pénicilline).

1I- 4- sélection des colonies intéressantes et mise en culture.

Finalement, les colonies blanches, témoins de la présence de recombinants, sont
précieusement recueillies. La présence de I’insert dans le plasmide est controlée par une PCR
classique avec les amorces du géne d’intérét sur des colonies bactériennes blanches. Les
produits de PCR sont déposés sur un gel d’agarose pour vérifier la taille de I’insert. Les
bactéries contenant I’insert sont mises en culture dans 50ml de milieu LB en présence

d’ampicilline a 37°C.

II- 5- Préparation du standard ARN.

II- 5- a- Extraction de I’ADN plasmidique.

La culture bactérienne est centrifugée (5500g ; 20min ; 4°C). Apres élimination du
surnageant, le culot de bactéries est remis en suspension dans 10 ml de tampon P1( 50mM
TrisCL, pH8 ; 10mM EDTA) contenant de la RnaseA (100ug/ml). La lyse des bactéries est
réalisée avec 10ml de tampon P2 (200mM NaOH, 1% SDS), Smin. a température ambiante.
Le lysat est neutralisé par 10ml de tampon P3 (3M acétate de potassium, pHS5.5) et I’ensemble
est transféré immédiatement sur une colonne QIAFilter, puis incubé 10min. a température
ambiante. Le filtrat est ensuite appliqué sur une colonne QIAGEN-tip sous des conditions
salines définies. L’ADN plasmidique se lie spécifiquement a la membrane. Il est débarrassé
des protéines, ARN et autres contaminants cellulaires par 2 lavages avec 30ml de tampon QC

(IM NaCl ; 50mM MOPS, pH7 ; 15% isopropanol). L’ADN est ¢lué¢ avec 15ml de tampon
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QF (1.25M NaCl ; 50mM Tris, Tris Cl, pH8.5; 15% isopropanol), précipité avec 10.5ml
d’isopropanol a température ambiante et centrifugé (15000g ; 30min. ; 4°C). Le culot est lavé
(5ml d’éthanol 70% a température ambiante), centrifugé (15000g ; 10min. ; 4°C), puis séché
(10min. a I’air) avant d’étre dissout dans 500ul de tampon TE (10mM TrisCl, pHS, 1mM
EDTA).

II- 5- b- Séquencage du plasmide (réaction de Sanger).

La séquence de I’insert et son sens d’insertion dans le plasmide sont vérifiés par
séquencage et électrophorése sur séquenceur automatique (373 DNA Sequencer, Applied
Biosystem). La réaction de séquence de I’ADN plasmidique (250ng) est réalisée a partir de
I’amorce universelle sens du phage M13, dont la séquence se trouve dans le plasmide, en
présence du mélange réactionnel (Taq polymérase+ dNTP+ didéoxynucléotides marqués,
Amersham). La réaction se fait sur 25 cycles (96°C- 10sec/ 50°C-5sec/ 60°C-4min). Les
produits de réaction sont purifiés par gel filtration sur résine P10 (centrifugation : Imin. /
2500rpm). Apreés évaporation, chaque échantillon est repris dans 3ul de tampon de

chargement et dénaturé (2min/ 90°C) juste avant le dépot sur gel d’acrylamide a 6%.

II- 5- c- Linéarisation du plasmide.

La carte circulaire du plasmide est représentée sur la figure 5. Le plasmide est linéarisé¢ par
une enzyme de restriction choisie en fonction du sens de I’insert (75min a 37°C). La séquence
reconnue par cette enzyme doit étre absente de la séquence de I’insert. La linéarisation est
controlée sur gel d’agarose 1%. Le plasmide linéarisé est extrait par le phénol (200pl),
vortexé et centrifugé (3min a 2500rpm). Il est précipité une nuit a —20°C en présence de 220ul
d’acétate d’ammonium 4M et 880ul d’éthanol 100%. Le plasmide linéarisé est ensuite
centrifugé (30min a 4°C, 12000g), lavé a 1’éthanol, centrifugé (15min a 4°C, 12000g), séché

et repris dans 50ul d’eau stérile.

II- 5- d- Transcription in vitro.
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La partie d’ADN du plasmide contenant I’insert est située entre le site de coupure de
I’enzyme de restriction et le site de démarrage de la transcription, et transcrit par la T7 ou la
SP6 polymérase (RiboMax large scale RNA Production Systems, Proméga) : tampon 5X
50ul ; INTPs 50ul ; ADN plasmidique 50ul ; Mix 25ul ; H20 75ul ; 3 h a37°C. Le produit de
transcription est ensuite traité¢ a la DNase (RQ1 : 2 unités/mg d’ADN) 15 min. & 37°C pour
¢liminer I’ADN plasmidique.

II- 5- e- Extraction du standard ARN.

L’ARN est extrait, selon une technique dérivée de Chomczynski et Sacchi 1987, par
un volume d’un mélange de phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25/24/1). On vortexe 1
min. et on centrifuge (2 min. ; 12000g a 4°C). La phase aqueuse supérieure est transvasée
dans un nouveau tube avec un volume de chloroforme/alcool isoamylique (24/1). On vortexe
1 min. et on centrifuge (2 min. ; 12000g a 4°C). 1/10 acétate d’ammonium 3M et un volume
d’isopropanol sont ajoutés au surnageant. L’ARN est précipit¢ 1 h a —20°C, puis lavé a

’éthanol. Le culot est repris dans 200 ml d’H,O DEPC.

II- 5- f- Calcul du nombre de copies du standard ARN.

La qualit¢ de I’ARN est vérifiée par ¢lectrophorése en gel d’agarose, et sa
concentration est estimée en mesurant [’absorbance a 260 nm. Le nombre absolu de copies
d’ARN est calculé en utilisant le poids moléculaire du plasmide et du géne d’intérét cloné,

ainsi que le nombre d’Avogadro ( sachant qu’une mole contient 6.023x 10> molécules).

Nombre de molécules/ml = (concentration en pg/ml x 6.023x 10%)/ (poids moléculaire du
standard ARN x 10°).
Une solution contenant 10'® molécules/pl est stockée a —80°C. Cette solution stock est utilisée

pour faire des dilutions successives ultérieures pour la PCR quantitative en temps réel.
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Title : Nerve growth factor overexpression and autocrine loop in breast cancer cells

More than fifty years separate the discovery of Nerve Growth Factor (NGF) to the
demonstration of its growth stimulatory effects of breast cancer cells. Our laboratory has been
precursor in demonstrating that NGF is mitogenic and anti-apoptotic for breast cancer cells

and that these activities are mediated via two categories of membrane receptors: p140TrkA

(tyrosine kinase) and p75™"™%

(member of Tumor Necrosis Factor-Receptor familly).

In the present work, we demonstrate that NGF is synthesized and released by breast cancer
cells. This has been shown both ir vitro (cellular cultures) and in vivo (tumor biopsies). In
contrast, NGF production was not detected in normal breast epithelial cells, suggesting that
NGF has a substantial marker value in breast cancer. We have also shown that NGF is
released by breast cancer cells, through secretion vesicles, in a biologically active form.
Importantly, NGF secretion resulted in an autocrine stimulation loop of breast cancer cell
growth. Subsequently, we have shown that 4-OH-tamoxifen, a common drug used in breast
cancer treatment, inhibits the mitogenic effect of NGF by induction of the tyrosine
phosphatase FAP-1/ PTPL1, inhibiting the phosphorylation of p140™* and MAP-kinases.
Using proteomics strategy, we have identified potential molecular partners of FAP-1. Finally,
we have demonstrated that NGF stimulation induces the TRADD (TNF-R associated Death

Domain) to p75™'%

, resulting in increased survival of breast cancer cells.
In conclusion, our results demonstrate that NGF and its signaling pathways are potential

markers and potential therapeutic targets in breast cancer.

© 2003 Tous droits réserves. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

	Titre
	Sommaire
	Abréviations
	Résumé
	Introduction
	Généralités
	Généralités chapitre I : physiopathologie de la glande mammaire-cancérogénése mammaire
	I- 1 La glande mammaire normale
	I- 1- a- Anatomie et structure de la glande mammaire.
	I- 1- b- Histologie.
	I- 1- c- Développement de la glande mammaire.
	I- 1- d- Évolutions de la glande mammaire durant la vie génitale.
	I- 1- e- La glande mammaire : un organe hautement contrôlé.

	I- 2- La glande mammaire tumorale
	I- 2- a- Histoire naturelle du cancer du sein.
	I- 2- b- Les types de cancer du sein.
	I- 2- c- Marqueurs utilisés.

	I- 3- Mécanismes cellulaires et moléculaires de la cancérogénése mammaire
	I- 3- a- Une origine multifactorielle.
	I- 3- b- Les anomalies génétiques.
	I- 3- c- La croissance des cellules tumorales. 
	I- 3- d- Interactions cellule-cellule et cellule-matrice au cours de la progression tumorale. 
	I- 3- e- Modulations des grands systèmes de communication au cours de la progression tumorale.


	Généralités chapitre II : voies thérapeutiques basées sur l'inhibition de la signalisation des cellules de cancer du sein
	II- 1- Introduction
	II- 2- Objectif : interrompre le signal
	II- 3- Les cibles moléculaires : l'arsenal d'aujourd'hui et de demain
	II- 3 -a Agents ciblant les cascades de signalisation des facteurs de croissance.
	II- 3- b- Modulateurs de l’apoptose.
	II- 3- c- Inhibition de l’angiogenèse tumorale.
	II- 3- d- Inhibition de l’invasion et des métastases.

	II- 4- Conclusion : les enjeux de ces nouvelles thérapies.

	Généralités chapitre III : analyse protéomique des partenaires de PTPL1/ FAP-1 dans les cellules de cancer du sein
	I- Introduction
	II- Matériel et méthodes
	II- 1- Extraction des protéines et immunoprécipitation de FAP-1 et de ses partenaires.
	II- 2- Électrophorèse bidimensionnelle.
	II- 3- Identification des protéines par spectrométrie de masse.

	III- Résultats
	III- 1- Électrophorèse 2D des protéines co-immunoprécipitées avec FAP-1.
	III- 2- Identification des protéines co-immunoprécipitées avec FAP-1.

	IV- Conclusion


	Discussion
	I- La production du NGF
	I- 1- Pourquoi une dérégulation de la production de NGF dans les cellules tumorales mammaires
	I- 2- Sécrétion constitutive ou régulée du NGF dans les cellules cancéreuses mammaires ?
	I- 3- Rôle neurotrophique du NGF dans le cancer du sein ?

	II- La signalisation du NGF
	II- 1- Mécanisme de l’inhibition de l’effet mitogène du NGF par FAP-1 ?
	II- 2- TRADD : une protéine « switch » dans la stimulation pro versus anti-apoptotique de p75 NTR ?
	II- 3- Pourquoi les cellules épithéliales mammaires normales sont-elles insensibles au NGF ?

	III- Intérêt pratique du NGF dans le cancer du sein ?
	III- 1- Le NGF : marqueur de diagnostic et/ ou pronostic ?
	III- 2- Ciblage des voies de signalisation du NGF ?


	Bibliographie
	Annexe : la RT-PCR quantitative en temps réel

	source: Thèse de Laurent Dollé, Lille 1, 2003
	d: © 2003 Tous droits réservés.
	lien grisemine: 


