
IV 

TABLE DES MATIËRES 

REMERCIEMENTS ................................ ;................................................................ ii 
, , 

RESUME..................................................................................................................... III 

LISTE DES FIGURES ET TABLEAUX................................................................. vii 

LISTE DES ABRÉVIATIONS, SIGLES ET ACRONYMES ............................... VIII 

CHAPITRE 1 
INTRODUCTION...................................................................................................... 1 

1.1 Le cancer du sein................... ........... ............................... ............ ......... ........ ... ... 1 

1.1.1 Statistiques.............................................................................................. 1 

1.1.2 Facteurs de risque et prévention .. ....... .. ........ ....... ...... ...... ....... ........ ........ 1 

1.1.3 Types de tumeurs du sein......................... ....... .......... .. ......... .. .............. ... 5 

1.1.4 La métastasie du cancer du sein... ........................ ................................... 13 

1.1.5 Le traitement du cancer du sein ................................ ................ ...... ........ 17 

1.2 Les gènes PAX ....... .... ..... ......... ......... ....... ...... .......... ........ ........... ..... ............. ..... 20 

1.2.1 Structure ... ..... ... ......... .. .................................................. ... ....... ........... ..... 20 

1.2.2 Expression et activité............................... .. ...... ... ...... ... ... ..... ................... 21 

1.2.3 PAX2 ............... ... .......... ....... ......... ..... ... ....... .. ......................................... 23 

1.3 Le facteur EGF ........................................ ....... .. ....... .. ...... ................... ........ ........ 26 

1.3.1 Description générale de l'EGF et sa famille de ligands................ .. .. ...... 26 

1.3.2 L' EGF dans le sein normal et cancéreux .... ....... ....... .. .... ... ............... ...... 28 

1.4 L'hypoxie et son impact sur les tumeurs mammaires ....... .... .. ... ........ ........ ..... ... 30 

1.4.1 Description de la condition hypoxique ........... ..... ..... .. ..... ... .................... 30 

1.4.2 L' impact de l'hypoxie sur les tumeurs mammaires.. .. .. .... ........ ............. . 32 

1.5 Hypothèse et objectifs.......... ....... ........ ....... ........................................ ..... ... ...... .... 32 

1.5.1 Modèles cellulaires ................. ... ........ .... ............. .................. ........ ........ .. 34 

CHAPITRE II 
ARTICLE SCIENTIFIQUE ..................................................................................... 36 

2.1 Contribution des auteurs .. ........ ....... ...... ................. ...... ....... ... ... ... ............ ........... 36 

2.2 Résumé ..................... ..... ........ ............................ ......... ............................. ........ ... 36 



v 

2.3 Article scientifique...... .... ... ..................... ....... .. .... ....... .......................... ...... ........ 38 

Abstract... ........................... .... ..... ........ ..... ................................. ....... ... ................ 39 

Background.. ..... ............ ... .... ............................ ..... .... .. ........ ....... ... ............. ..... .... 40 

Results ...... ..... ... ............ ..... .. ..... ........... ....................... .......... ......... ..... ....... ......... 41 

Discussion.................... ..... .... .... ............ ....... ...... ..... .. ...... ....................... ...... ....... 44 

Conclusion .. ... ........ ....... ..... ... ... .. .......... . ... ................. ... ... ........... ........... ....... ....... 46 

Methods ... ....... ......... ....... .... ... ..... ...... .................... ....... ... ........ ... ................. ........ 47 

Cell lines and reagents ..................... ..... ..... .. ..... ......... ....... ...................... 47 

Cell treatments ..... ... ....... ... .... ....... .... .. ......... ..... .................................... ... 47 

Western blots analysis ... ....... ........ .. ...... ..... .. ...... ......... ............................ 48 

Immunofluorescence analysis............................... ...................... .... ... ..... 48 

RT-PCR analysis ofPAX2 expression ....... ........ ......... ....... .... .. ....... ....... 48 

Subcellular fractionation........................................................... ..... ......... 49 

Matrigel invasion assay ......... ..... ........ ..... ...... ..... ......... ............ ....... ........ 49 

Transfection with vectors encoding P AX2 shRNAs or cDNA. .............. 50 

MTT proliferation assay .......... ..... .................. ........................................ 50 

Oetermination of apoptosis using Hoechst nuc1ear staining................... 51 

Statistical analyses. .. .... .......... ....... ....... .. .... .... ... ....... ....... ........ ..... .... ... .... 51 

List of Abbreviations ..... ... ... ....... ....... ........ .. .... ....... ....... ....... ...... ........ ..... ......... .. 51 

Acknowledgements. .... ..... ... ...... .......... ........ .... ...... ....... ....... .... .. .... ............. ....... .. 52 

Authors' contributions ......... ... .................................................... ....... .. ........ ..... .. 52 

Competing interests ........ ..................... ....... ..... ....... .... ..... ........ .......... ....... ......... . 52 

References......... ......... ........ .... ..... .............. ...... ... ............. .................................... 53 

Figure legends... ................... .......... ........... ..... ...... ....... .... ....... ....... ........ ......... ..... 57 

CHAPITRE III 
RÉGULATION DE PAX2 PAR L'EGF ET L'HYPOXIE DANS LES 
CELLULES DU CANCER DU SEIN LUMINALES............................................. 66 

3.1 L' influence de l' exposition à l'EGF sur l' expression et l' activité de PAX2 
dans les cellules cancéreuses lurninales.. ..... ..... ..... ..... ... ....... ........................ ...... 66 

3.2 La régulation de PAX2 dans des conditions qui miment l' hypoxie ...... .. ..... ...... 67 

http://www.rapport-gratuit.com/


VI 

CHAPITRE IV 
DISCUSSION ET CONCLUSION ........................................................................... 74 

4.1 Survol des principaux résultats de ma recherche et de leur signification ........... 74 

4.2 Régulation négative de l' invasivité des cellules du cancer du sein luminal par 
PAX2 ... ..... ............. ............ ................ ..... ............................. ............................... 77 

4.3 La régulation de l' expression et de l' activité de P AX2 dans les cellules 
luminales : l' effet de l' œstrogène. ... ..... .................................. ....... ........... ........ .. 79 

4.4 La régulation de l' expression et de l'activité de P AX2 dans les cellules 
luminales : l' effet de l'EOF .. ..... .. .... ... .... ....... .... ................................................. 81 

4.5 La régulation de l' expression et de l' activité de P AX2 dans les cellules 
luminales : l'effet de l'hypoxie............................... .. ....... ....... ....... .......... ........... 82 

4.6 Conclusion et perspectives .... ................................ ......... ..... .... ......... .................. 83 

RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES................................................................. 85 



LISTE DES FIGURES ET TABLEAUX 

Figure Page 

1.1 Localisation des régions fonctionnelles d'un récepteur aux œstrogènes ...... . 8 

1.2 Récepteur de la famille erbB.............. .. ................ .......... .. ...................... .. .... .. 9 

1.3 ErbB2 active la voie de la PI3K et la voie des MAPKs................................. Il 

1.4 Structure moléculaire des membres de la famille PAX .. .. ............................. 21 

1.5 Huit types de cancers qui peuvent exprimer PAX2 chez l'humain ............... 24 

1.6 Signalisation par les ligands de la famille EGF .. .. .. .... .... .. .. .......... .... ........ .. ... 27 

1.7 Rôle des récepteurs EGFRlErbB et de leurs ligands durant le 
développement normal de la glande mammaire et la maturation.................. 29 

1.8 Impact des conditions hypoxiques ............................................................ .... . 30 

1. 9 Régulation et rôle de HIF -1 en réponse à l'oxygène..................................... 31 

3.1 PAX2 n'est pas activée dans les cellules du cancer du sein MCF-7 en 
réponse à un court traitement avec l'EGF........ .. ........ .... .... ........ .. .. ........ ........ 69 

3.2 Un traitement de plus longue durée avec l'EGF augmente la quantité 
totale de la protéine P AX2 et diminue l' expression du gène que P AX2 
réprime ...................................... ........ ...... .... .... .... ... ....... ................................. 70 

3.3 La voie de ERK est activée en réponse à un court traitement à l'EGF.... .... .. 71 

3.4 Détermination de la concentration optimale de chlorure de cobalt à 
utiliser pour mimer l ' hypoxie dans les cellules MCF -7................................. 72 

3.5 L'hypoxie dans les cellules du cancer du sein MCF-7 .................................. 73 

4.1 Voies de signalisation génomique et non génomique de l'estradiol .... .......... 79 

Tableau 

1.1 Les facteurs de croissance de la famille de l'EGF et leurs récepteurs ........... 28 



ADH 

ADN 

AEP 

AIs 

AKT 

ARNm 

~ 

BAD 

BRCA 

EBCTG 

E2 

ECM 

EGF 

EGFR 

ERa/ ~ 

erbB 

ERBB 

ERE 

ERK 

hBDl 

HER2 

HIF-l 

IGF-l 

LISTE DES ABRÉVIATIONS, SIGLES ET ACRONYMES 

Acide docosahexaénoïque 

Acide désoxyribonucléique 

Acide eicosapentaénoïque 

Inhibiteur de l' aromatase 

Protéine kinase B 

Acide ribonucléique messager 

Bêta 

Bcl-2 antagonist of cell death 

Breast cancer gene 

Early Breast Cancer Trialists Collaborative Group 

1 7~-estradiol 

Matrice extracellulaire 

Facteur de croissance épidermique 

Récepteur du facteur de croissance épidermique 

Récepteur à l'œstrogène alphalbêta 

Erythroblastic leukemia viral oncogene homolog (protein) 

Erythroblastic leukemia viral oncogene homolog (gene) 

Élément de réponse à l' œstrogène 

Extracellular signal-regulated kinases 

Human beta-defensin-l 

Human epidermal growth factor receptor-2 

Facteur inductible à l'hypoxie-l 

Insulin-like growth factor-l 



MAPk 

MCF-7 

MEK 

mTOR 

P53 

PAX 

PI3K 

PR 

Prétrait. 

pVHL 

SERM 

siRNA 

T-47D 

Trait. 

lX 

Mitogen-activated protein kinase 

Michigan Cancer Foundation-7 

Mitogen-activated protein kinase or extracellular signal-regulated kinase 
kinase 

Mammalian target of rapamycin 

Protéine 53 

Paired box gene 

Phosphatidyl inositol 3-kinase 

Récepteur progestérone 

Prétraitement 

Protéine Von Hippel-Lindau 

Modulateurs sélectifs des récepteurs œstrogéniques 

Petit ARN interférant 

Human ductal breast epithelial tumor cellline 

Traitement 



CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 

1.1 Le cancer du sein 

1.1.1 Statistiques 

Selon la Société canadienne du cancer, en 2013 seront enregistrés 187 600 

nouveaux cas de cancer et 75 500 décès seront causés par la maladie au Canada i
. Le 

risque d' être atteint d 'un cancer au cours de sa vie est maintenant estimé à 40 % chez les 

femmes et à 45 % chez les hommes 1• Ce sont donc plus de deux Canadiens sur cinq qui 

souffriront un jour d'un cancer. . 

Parmi tous les types de cancer, le cancer du sein est le plus répandu chez les 

femmes et ce, au Canada comme à travers le monde I
-
3 

. Actuellement, il représente près 

du tiers (28 %) des cas de cancer chez la femme3
. La Société canadienne du cancer 

estime qu' en 2013, 23 800 canadiennes recevront un diagnostic de cancer du sein i
. En 

moyenne, c' est donc une femme sur neuf qui risque d' avoir un cancer du sein au cours 

de sa vie. Le cancer du sein est associé au plus haut taux de mortalité, après le cancer du 

poumon 1 
: chaque jour, environ 14 Canadiennes (5000 femmes par année) meurent des 

suites de la maladie 1. Sachant que cette maladie affecte la qualité de vie des patientes et 

menace leur survie et que les traitements disponibles actuellement présentent des 

limitations majeures (qui seront décrites plus loin), le cancer du sein est ciblé comme 

une problématique en santé de premier plan au pays. 

1.1.2 Facteurs de risque et prévention 

Plusieurs éléments sont impliqués dans le processus du développement du cancer 

du sein, car celui-ci est multifactoriel; ainsi , seule une petite proportion de ces cancers 
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est associée à une cause génétique unique (5 à 10 % de tous les cas de cancers4
-
6
), Parmi 

ceux-ci, les femmes ayant des antécédents familiaux de cancer du sein, en particulier 

chez un parent au premier degré (mère, sœur, fille , père ou frère) , sont plus prédisposées 

que d' autres à développer un carcinome mammaire 4,5, Les mutations héréditaires dans 

les cellules du sein sont souvent retrouvées dans les gènes BRCAI et BRCA2, qui sont 

des gènes de maintien impliqués dans la réparation de l' ADN4
,5, Certaines mutations 

dans l'un de ces deux gènes entraîne une augmentation de 10 à 20 fois du risque relatif 

de développer un cancer du sein; ce qui mène à un risque de 70 à 80 % de développer un 

cancer du sein à l'âge de 70 ans4
, Présenter l 'une parmi les mutations héréditaires 

identifiées dans le gène BRCA 1 par exemple, augmente les risques de développer un 

cancer du sein au cours de sa vie de 80 %7, Le dépistage des différentes mutations dans 

les gènes BRCA est donc important pour les personnes ayant des antécédents familiaux 

de cancer du sein4
, Toutefois, il est à noter qu' outre les mutations transmises par 

hérédité, des mutations spontanées dans les gènes BRCAI et/ou BRCA2 peuvent 

également induire un cancer du sein6
, 

Plusieurs étùdes soulignent l' importance d' un mode de vie sain et équilibré pour 

diminuer la susceptibilité de développer plusieurs types de cancers8
-
IO

, De nombreux 

facteurs de risque environnementaux (ou non-génétiques) ont en effet été identifiés, sur 

lesquels les gens peuvent avoir une certaine emprise, Ces éléments sont les suivants: le 

tabac, la prise de poids et la nutrition 11-23 , Chez les femmes, des risques supplémentaires 

sont associés tels une ménarche précoce, une ménopause tardive et l' absence de 

grossesse 11-23 , 

L'usage du tabac est le premier agent causal en importance pour le développement 

du cancer du sein Il, Les femmes fumeuses présentent un risque accru de développer un 

cancer du sein et la fumée secondaire peut aussi induire une tumeur mammaire Il, De 

plus, les données publiées par Warren et ses collaborateurs suggèrent que le tabagisme 

peut accroître le risque de cancer du sein en particulier chez les patientes 

préménopausées Il, La fumée de cigarette contient au moins 80 des cancérogènes connus, 

y compris l'arsenic, le cadmium, l'ammoniac, le formaldéhyde et le benzopyrène8
, 
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Chacun a un mécanisme distinct pour causer le cancer. La fumée de cigarette est un 

cancérogène puissant et aussi une source de stress oxydatif. Cependant, l' interaction 

avec d' autres facteurs environnementaux peut influencer leur potentiel carcinogénique. 

Ainsi, par comparaison avec les non-fumeurs, les fumeurs actifs ont de plus faibles 

concentrations circulantes de plusieUrs micronutriments antioxydants8
. Par ailleurs, 

selon une étude de Fung et ses collaborateurs, un modèle alimentaire occidental peut 

augmenter le risque de cancer du sein chez les fumeurs2 1 
. 

L'âge des premiers cycles menstruels chez les femmes et le nombre de grossesses 

sont également à considérer en ce qui concerne le cancer du sein. Une ménarche 

précoce, une ménopause tardive et la nulliparité, c'est-à-dire l' absence de grossesse, 

augmentent toutes le risque de développer un carcinome mammaire8
,15,19,24. En effet, 

l'exposition aux œstrogènes pendant une plus longue période dans ces circonstances 

augmente le risque et peut être considérée comme une cause du développement du 

cancer du sein chez les femmes. L'inverse s'appliquant également, une réduction de 

l'exposition aux œstrogènes en raison de la ménarche tardive, une ménopause précoce, et 

le fait de porter des enfants peut réduire le risque de cancers hormono-dépendants (les 

plus fréquents )8,19. Enfin, l'allaitement maternel est protecteur pour la mère ainsi que 

pour l'enfant: il prévient le cancer du sein chez les mères et aide à prévenir le surpoids 

et l'obésité chez les enfants8
. Un allaitement de longue durée est ainsi associé à une 

réduction du risque de cancer du sein de 40 % 15. 

La sédentarité a aussi été identifiée comme un facteur de risque comportemental 

prédominant pour le cancer du sein. Des études ont montré que trente minutes d'activité 

par jour suffisent pour diminuer de moitié l'incidence des récidives du cancer du sein et 

le risque de décès associé à ce carcinome 1 
0,20 . Les changements hormonaux induits 

pendant l'exercice, comme la synthèse d'œstrogènes, ou l' abaissement de la tension 

artérielle ou de la concentration du facteur de croissance à l' insuline-l (IGF-l) ainsi 

qu'une réduction du nombre et de la taille des cellules graisseuses, pourraient expliquer 

la relation entre l'activité physique et la survie chez les patientes atteintes d'un cancer du 

sein lO
• Ainsi, avoir une concentration plasmatique plus élevée en œstrogène et en IGF-l 
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est associée à un risque plus élevé de développer un cancer du sein et, chez les patientes 

déjà atteintes, à un risque accru de récidive23
. 

Chez la femme ménopausée, une prise de poids augmente le risque de développer 

d . 8 12 14 17-1 9 L h b· d 1·· , . . un cancer u sem ' " . es a !tu es a imentmres sont un parametre important, qUi 

peuvent être modifiées, et qui sont impliquées dans le développement de certains cancers 

incluant le cancer du sein. Il est recommandé de limiter la consommation de restauration 

rapide et de breuvages sucrés8
. Ces derniers favorisent la prise de poids, car ils 

fournissent de l'énergie, mais ne semblent pas induire la sensation de satiété ou combler 

un besoin énergétique suffisant, ce qui favorise la surconsommation de calories et le 

gain de poids8
. De plus, la consommation d' acides gras saturés peut influencer 

l' évolution d' un cancer du sein par l'élévation du taux d'œstrogènes circulants I9,23 . À 

l'inverse, une étude faite par Patterson et ses collaborateurs stipule que les acides gras 

oméga-3 d'origine marine (AEP et ADH) sont associés à un faible risque de récidive 

après un diagnostic d' un cancer du sein l6
. En effet, d' après cette étude, les femmes ayant 

eu des apports élevés en AEP et en ADH à partir d' aliments marins ont 25 % moins de 

risque de récidive du cancer du seinl6
. Les rôles importants de ces acides gras sont 

l' inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses du sein in vitro et la réduction de 

l'initiation et de la progression des tumeurs mammaires in vivo dans les modèles 

animaux l6
. 

Le lien entre la consommation de fruits et légumes, des aliments d'origine 

végétale, et le cancer a déjà fait l' objet de nombreuses observations et études. D' abord, 

la plupart des régimes qui protègent contre le cancer sont principalement constitués 

d'aliments d'origine végétale qui sont riches en éléments nutritifs et en fibres 

alimentaires et pauvres en réserve de polysaccharides2o. Ensuite, il a été prouvé qu'une 

concentration plasmatique élevée en ~-carotène, en vitamine C et une alimentation riche 

en légumes et en fruits est associée à une réduction du risque de récidive et une 

augmentation du temps de survie après le diagnostic initial du cancer du sein9
,12,2S,26. De 

plus, la consommation de légumes et de fruits peut être associée à un faible risque de 

développer un second cancer primaire chez les femmes qui ont déjà été traitées pour un 
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cancer du sein25
. Les caroténoïdes présentent plusieurs activités biologiques qUI 

pourraient empêcher ou ralentir la progression du cancer tels que l'inhibition de la 

croissance et la transformation maligne des cellules et l'induction de l'apoptose des 

cellules cancéreuses27
. Enfin, plusieurs études ont montré l'importance du soja 

alimentaire en lien avec le cancer du sein: une réduction significative des récidives a été 

rapportée chez les patientes ayant un apport élevé en isoflavones (les principaux 

phytoestrogènes du soja) par rapport à celles avec un faible approvisionnement28
. De 

plus, les habitudes alimentaires caractérisées par un apport plus élevé de protéines 

végétales et d' isoflavones ainsi qu'une baisse de consommation de protéines animales 

peuvent contribuer à un risque global plus faible de cancer du sein24
• Les propriétés 

médicinales des isoflavones du soja s'avèrent d' ailleurs positives dans plusieurs cancers 

en plus de celui du sein29
. L' isoflavone est un puissant antioxydant qui peut diminuer la 

production d'œstrogènes, donc inhiber la prolifération des cellules cancéreuses du sein29
-

32. Une étude a rapporté qu' également la consommation de lignanes est associée à une 

réduction du risque de développement ou de récidive du cancer du sein33
. Les lignanes, 

une autre classe de phytoestrogènes du soja, sont elles aussi impliquées dans l' inhibition 

de la prolifération cellulaire des cellules mammaires présentant ou non le récepteur aux 

œstrogènes et elles réduisent la croissance tumorale et les métastases dans des modèles 

animaux33
. 

1.1.3 Types de tumeurs du sein 

Il existe plusieurs types de cancers du sein, chacun ayant son évolution propre. 

Parmi les différents carcinomes mammaires, certains sont hormono-dépendants, 

c'est-à-dire que les cellules cancéreuse~ qui forment la tumeur expriment le récepteur 

alpha à l' estradiol (elles sont symbolisées par ERa+ ou ER+) et elles ont besoin des 

signaux intracellulaires activés par l' œstrogène pour induire leur prolifération34
,35 . Ces 

tumeurs hormono-dépendantes sont les plus fréquentes parmi tous les types de tumeurs 

du sein34
. 
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1.1.3.1 Classification histologique des tumeurs du sein 

Anciennement, l'identification des cancers du sein était de nature histologique et 

basée sur la taille de la tumeur, le grade (défini par la rapidité de croissance et le niveau 

de différenciation des cellules cancéreuses), l ' envahissement des ganglions de l' aisselle, 

l ' expression de marqueurs précis telle que celle du proto-oncogène erythroblastic 

leukemia viral oncogene homolog 2 (ERBB2) et des récepteurs hormonaux (à 

l' œstrogène et à la progestérone)36-38, Ces derniers (ERBB2 et récepteurs hormonaux) 

sont décrits ci-après, 

L' œstrogène et la progestérone sont des hormones stéroïdiennes féminines 

dérivées du cholestéroe9, La progestérone est principalement sécrétée par le corps jaune 

des ovaires et impliquée dans le cycle menstruel, la grossesse et l'embryogenèse, tandis 

que les œstrogènes sont produits en premier lieu par les follicules ovariens, le corps 

jaune et le placenta39,4o, Certains œstrogènes sont également produits en petites quantités 

par d'autres tissus tels le foie, la surrénale, les seins et le tissu adipeux39, On retrouve une 

quantité d'œstrogène significativement plus importante chez les femmes que chez les 

hommes, Cette hormone favorise le développement des caractères sexuels secondaires 

comme les seins et elle est également impliquée dans le contrôle du cycle 

menstruee9,41,42, Le taux de production d' œstrogènes varie durant le cycle menstruel et 

augmente furtivement pendant la phase pré-ovulatoire39, Lors de la pré-ménopause, il y 

a un épuisement des follicules ovariens, ce qui entraîne une baisse significative de 

production d'œstrogènes et mène à la ménopause39, Durant cette dernière, les cellules 

mésenchymateuses du tissu adipeux deviennent la principale source d'œstrogènes l4, 

Les principaux récepteurs des œstrogènes sont des protéines appartenant à la 

famille des récepteurs nucléaires; le récepteur alpha (ERa) et le récepteur bêta (ER~)43 , 

Ces deux isoformes du récepteur aux œstrogènes sont normalement présents dans la 

glande marnmaire43, Toutefois, leur niveau d' expression varie dans le contexte de la 

carcinogenèse, Par exemple, une petite proportion des tumeurs du sem sont dites 

hormono-indépendantes et en effet, elles n' expriment pas ERa34, 



7 

Les récepteurs aux œstrogènes ont plusieurs domaines fonctionnels (Figure 1.1). 

Le domaine N-terminal est la partie la plus variable et comprend une partie de 

trans-activation qui peut interagir directement avec des facteurs transcriptionnels44
-46 . Le 

domaine de liaison à l'ADN contient deux doigts de zinc et joue un rôle dans la 

dimérisation et la fixation du récepteur aux œstrogènes à l' ADN44. La région charnière 

(hinge) contient différents acides aminés qui se lient à des ligands distincts et avec des 

protéines de corégulation44. Enfin, la partie C-terminale contient le domaine de la liaison 

au ligand et contribue à la trans-activation et à la dimérisation du récepteur44,45. À l' état 

inactif, les récepteurs aux œstrogènes sont liés à différentes protéines qui les stabilisent 

(chaperonnes, protéines de choc thermique)47. Puis, lorsque l' hormone œstrogène se lie à 

son récepteur, ce dernier se dissocie des protéines stabilisantes et s'ensuit une 

dimérisation du récepteur44. Enfin, le complexe hormone-récepteur peut se lier 

directement à des séquences d' ADN consensus appelées œstrogen responsive element 

(ERE), présentes au niveau du promoteur de différents gènes cibles, et agissent comme 

des régulateurs de leur transcription39
,45 . Néanmoins, le complexe hormone-récepteur 

s'associe régulièrement à d' autres protéines pour former un complexe transcriptionnel : 

ces dernières consistant principalement en des co-activateurs, co-répresseurs ou 

co-intégrateurs. Plusieurs co-activateurs ont ainsi été identifiés, incluant les Steroid 

Receptor Coactivators 1 (SRC-1), 2 (SRC-2) et 3 (SRC-3). Les pnnClpaux 

co-répresseurs connus sont le Nuclear Receptor CoRepressor (NCoR) et le Silencing 

Mediator for Retinoid and Thyroid hormone receptor (SMRT)48. Enfin, l' interaction des 

co-intégrateurs p300 et CREB-binding protein (CBP) (des histones acétyltransférases) 

avec le complexe œstrogènelERa est bien documentée. Les co-activateurs peuvent 

interagir sélectivement avec ERa ou ERP : par exemple, SRC-3 augmente l' activité 

transcriptionnelle de ERa, mais diminue celle de ERp49. 
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Localisation des régions fonctionnelles d'un récepteur aux 
œstrogènes. 
Les cinq domaines fonctionnels du récepteur aux œstrogènes sont répartis 
sur quatre régions. Le domaine AIB qui est dans la partie N-terminal, le 
domaine C dans la partie de liaison à l'ADN, le domaine D dans la partie 
charnière, et les domaines E et F qui font partie de la région C-terminal 
du récepteur. Tiré de 44 . 

Dans un contexte physiologique, les récepteurs à l'œstrogène régulent l' expression 

de gènes impliqués dans la différenciation tissulaire et la prolifération cellulaire 

principalement39
. Dans le contexte de la carcinogenèse mammaire, cette fonction est 

maintenue39
. Récemment, une étude faite par Hurtado et ses collaborateurs a montré que 

la signalisation de l' œstrogène via ERa dans les cellules du cancer du sein 

hormono-dépendantes diminue l' expression de ERBB2 (aussi appelé HER2 

(Human Epidermal Growth Factor Receptor-2)50, un autre marqueur utilisé dans 

l' analyse histologique des tumeurs du sein. ERBB2 est un proto-oncogène51
,52 qui fait 

partie de la famille de gènes ERBB dont quatre membres ont été identifiés : ERBB1, 

ERBB2, ERBB3 et ERBB451-53. Les membres de cette sous-famille de récepteurs de 

facteurs de croissance épidermiques (EGFR) sont impliqués dans les mécanismes de 

signalisation intracellulaire contrôlant la croissance, la survie, l' adhésion, la migration 

ainsi que la différenciation de la cellule53
,54. Dans les cellules saines, la glycoprotéine 

transmembranaire ERBB2 joue un rôle important dans l'organogenèse normale et dans la 

différenciation cellulaire5 1
,53,55 . Sa contrepartie mutée, l'oncogène ERBB2, est douée 
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d'une activité tyrosine kinase intrinsèque (constitutive )52,56-58. Comme les autres 

membres de la famille de récepteurs ERBB, la protéine ERBB2 comporte un domaine de 

liaison extracellulaire contenant quatre sections, dont deux riches en cystéines53,59. Le 

domaine transmembranaire, quant à lui, ancre le récepteur dans la membrane de la 

cellule53 . Enfin, le domaine intracellulaire qui est juxtamembranaire contient la tyrosine 

kinase et le domaine de la région régulatrice, incluant la kinase autophosphorylée à 

l' origine de l' activité intrinsèque de la protéine 53 . La figure 1.2 montre la structure type 

d'un récepteur de la famille ERBB. 

Domaine l 

(riche en cystéines) 
Domaines extracellulaires 

(riche en cystéines) 

----+----- Domaine transmembranaire 

Figure 1.2 

Domaine juxtamembranaire 

Tyrosine kinase Domaines intracellulaires 

Région régulatrice 

Récepteur de la famille ERBB. 
Récepteur de la famille ERBB présentant un domaine extracellulaire, 
composé de quatre domaines, d'un domaine transmembranaire et d' un 
domaine intracellulaire regroupant le domaine juxtamembranaire, la 
tyrosine kinase ainsi que la région régulatrice. 

La partie extracellulaire des récepteurs ERBB se lie à une variété de ligands 

connus, dont l'Epidermal Growth Factor (EGF) et des neurégulines (NRG)51. ERBB3 a 

la particularité de contenir une tyrosine kinase défectueuse, qui nécessite 

obligatoirement le recrutement de deux composantes d,e signalisation pour initier son 
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activation, soit un co-récepteur tel ERBB2 et un ligandS! . Les ligands pour EGFR sont 

l'EGF, le TGF-a, l 'Amphiréguline (AR), la ~-celluline (BTC), le HB-EGF (Heparin 

Binding EGF-Iike growth factor) et l'épiréguline60,6!. De son côté, le récepteur ERBB2 

ne lie directement aucun ligand connu5!,S3,59 : il s' agit d' un récepteur orphelin. ERBB3 a 

comme ligands plusieurs neurégulines60,6!. Les ligands connus pour ERBB4 sont les 

suivants: quelques neurégulines, la ~-celluline et le HB_EGF60,6!. Tous les ligands des 

erbB peuvent néanmoins activer RBB2, à condition qu'il soit associé avec un . 

co-récepteurS!. Ainsi, en présence d'un co-récepteur, ERBB2 et ERBB3 engendrent tous 

les deux de solides signalisations intracellulaires5! .. 

Afin que le récepteur ERBB2 soit activé et induise une signalisation 

intracellulaire, il doit nécessairement subir une dimérisation5!,56,59 à la suite de quoi, la 

kinase s' autophosphoryle5!,53,s5,59. La liaison entre les deux monomères amène de 

puissants signaux dans la cellule, qui est la même que celle induite par les autres 

membres de la famille ERBB (Figure 1.3). Les principales voies activées en aval de 

ERBB2 sont celles de la PI3K et des MAPks62. De manière générale, l ' activation de ces 

voies entraîne la traduction des protéines et de l ' expression génique respectivement. De 

manière plus spécifique, ERBB2 contrôle la prolifération cellulaireS! autant dans les 

cellules mammaires normales que cancéreuses, et favorise la chimiorésistance5! et 

l'invasivitë3 des cellules cancéreuses. 

Chez les patientes atteintes du cancer du sein, le gène codant la protéine ERBB2 

est surexprimé par les cellules cancéreuses chez 20 à 30 % des cas5!,53,64. Cette 

amplification de la transcription est due à certaines mutations. Celles-ci peuvent être 

causées par une délétion d'un acide aminé dans la région transmembranaire du 

récepteur56. Il est aussi possible d'observer dans les cas de mutations une altération qui 

aura comme conséquence la perte du domaine extracellulaire, qui est normalement la 

partie du récepteur liée par un ligand56. Ces mutations ont comme impact de causer une 

dimérisation même en absence de ligand et ainsi de provoquer une activation 

constitutive de l' activité de la kinase56,65 . Ces changements mènent à une augmentation 

du nombre de récepteurs à la surface de la cellule étant donné qu' il y a eu une 
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surexpression de l'ARNm. Plusieurs études ont démontré l'existence d'une corrélation 

positive entre l' amplification du gène ERBB2 et le taux de mortalité chez les patients 

atteints d'un cancer du sein52
,56,65 . Ainsi, la régulation de son expression a une influence 

dominante sur la progression des cancers du sein et la compréhension des mécanismes 

cellulaires et moléculaires sous-jacents est primordiale. 

f.) SABiosciences· www.$ABiosciences.com 
www.Proteinlounge .com 

Figure 1.3 ERBB2 active la voie de la PI3K et la voie des MAPKs. 
Elles sont impliquées dans la traduction des protéines et de l' expression 
génique respectivement. Tiré de 62 
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1.1.3.2 Classification moléculaire des tumeurs du sein 

Récemment, une nouvelle classification des cancers du sein dite moléculaire est 

apparue36
,66 . Ce modèle est fondé sur le transcriptome de la tumeur et son principal 

intérêt pour l' avenir réside dans son traitement à l' aide d'outils bio-informatiques 

performants capables de dériver avec justesse le risque de récidive ou de métastasie des 

patients pris individuellemene6
,38 . Cette classification moléculaire est toutefois utilisée 

systématiquement en conjonction avec l'analyse histopathologique traditionnelle67
, et les 

classes moléculaires sont même défmies en fonction des marqueurs histologiques qui 

leurs sont associés. Il existe ainsi cinq sous-groupes moléculaires de tumeurs 

mammaires: luminal A, luminal B, ERBB2 élevé, basal et de type normaI66
,68-7o. Ces cinq 

classes sont décrites ci-après. 

Les tumeurs de type luminal (combinaison des tumeurs luminales A et B) sont les 

seules qui expriment le récepteur ERa et elles sont associées au taux de survie le plus 

long des patientes66
,7 1. De plus, les cellules cancéreuses luminales sont les plus 

différenciées34
,7 1,72 et n'expriment le proto-oncogène ERBB2 que faiblement66

. Parmi les 

tumeurs luminales, celles de la catégorie A se distinguent de celles de la catégorie B à 

trois niveaux: elles expriment plus fortement ERa71
,73, les cellules cancéreuses qui les 

composent prolifèrent beaucoup moins rapidemene3
-
76 et le délai avant l' apparition des 

métastases est plus long77
,78 . Ainsi, la présence des récepteurs aux œstrogènes dans les 

tumeurs est associée à un pronostic favorable sur le plan clinique77
,78. L'explication 

moléculaire de cette dernière observation n'a pas encore été complètement révélée, mais 

au moment d'entreprendre les travaux de recherche dont les résultats sont regroupés 

dans le chapitre 2, des indications indirectes suggéraient que la signalisation en aval de 

ERa dans les cellules du cancer du sein luminales A pourrait jouer un rôle protecteur 

anti-invasionlmétastasie. 

Puis, le sous-type de tumeurs du sem appelé ERBB2 élevé, en plus de la 

surexpression du proto-oncogène ERBB2, exprime de plus faibles niveaux des récepteurs 

à l'œstrogène et à la progestérone que les tumeurs luminales, est défini par une 
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prolifération cellulaire élevée et est associé à un mauvais pronostic71
,75. Ensuite, les 

tumeurs . appartenant au sous-type basal expriment un niveau basal de cytokératines 

épithéliales (8 et 18), n'expriment pas les récepteurs à l'œstrogène et à la progestérone et 

ont un index de prolifération élevé 74 . Des mutations dans le gène BRCA 1, un facteur de 

risque bien établi pour certains cancers du sein, prédisposent à avoir une tumeur de ce 

sous_type7
,73,78. C'est au sein de ce sous-groupe que sont classées les tumeurs appelées 

triple-négatives, c' est-à-dire ER-, PR- et avec faible ou nulle expression de ERBB27
,69. 

Le diagnostic de tumeurs du sein de type triple-négatif, à l' instar de l' ensemble des 

tumeurs basales, est associé à un mauvais pronostic pour deux principales raisons : 1) la 

grande agressivité des tumeurs (rapidité de prolifération cellulaire et propension 

marquée pour l' invasion et la métastasie); 2) l'absence de cibles thérapeutiques efficaces, 

telles que les récepteurs à l' œstrogène et à la progestérone permettant les thérapies 

endocrines ou encore l'oncogène ERBB2 qui permettrait le recours au traitement avec 

l' anticorps anti-ERBB2 Herceptin69
. Enfin, les tumeurs du sous-type normal se 

distinguent par la forte expression de gènes caractéristiques du tissu adipeux et d'autres 

types de cellules non-épithéliales, et n'expriment pas les cytokératines 70 . Environ la 

moitié d'entre elles expriment l'un ou l' autre des récepteurs à l' œstrogène et à la 

progestérone et toutes expriment un faible niveau d'ERBB274
. Globalement, leur 

pronostic est intermédiaire parmi ceux des autres sous-types de tumeurs, à l' image du 

niveau de prolifération des cellules cancéreuses qui les composene4
• 

1.1.4 La métastasie du cancer du sein 

1.1.4.1 Description du processus général de métastasie 

Dans les premières étapes de la carcinogenèse mammaire, des cellules épithéliales 

du sein subissent des mutations de l'ADN qui activent le cycle cellulaire19
,79-8 1. Ensuite, 

il y a des gènes réparateurs d'ADN et des gènes suppresseurs de tumeurs qui doivent 

entrer en jeu pour les éliminer, car leur fonction est de contrôler J'activité cellulaire 

normale 19,82. Si ces processus ne sont pas complétés, il s' ensuit une prolifération 

anormale de certaines cellules. L' accumulation de mutations par ces cellules au fil des 
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divisions successives serait ensuite à l'origine de tumeurs 19 . Plus tard, à la suite de la 

croissance incontrôlée ' des cellules cancéreuses et la formation d'une tumeur primaire 

située dans le sein, les cellules peuvent s'en détacher et s'étendre localement pour 

atteindre les ganglions axillaires via les vaisseaux lymphatiques ou migrer vers des 

organes distants comme les os, le foie, les poumons, le cerveau ou dans les ganglions; 

c'est ce que l'on appelle le processus de la métastasie83
,84 . Ainsi, le phénomène de 

métastasie est une série complexe d' étapes au cours desquelles des cellules cancéreuses 

quittent la tumeur primaire et migrent vers d'autres parties du corps en utilisant le 

système lymphatique et/ou le système sanguin. Pour ce faire, des cellules malignes se 

séparent de la tumeur primaire et s' attachent aux protéines qui composent la matrice 

extracellulaire (ECM), laquelle sépare la tumeur des tissus voisins8s
,86. En dégradant ces 

protéines, les cellules cancéreuses sont capables de briser l'ECM et de s' évader. Pour 

détenir un potentiel métastatique les cellules doivent posséder la capacité de proliférer, 

d'avoir acquis la mobilité et la perte de l'adhésion cellulaire72,8s,86 . Un autre événement 

qui est critique est l' enclenchement du processus appelé angiogenèse87
,88. L' angiogenèse 

tumorale est la prolifération d'un réseau de vaisseaux sanguins qui pénètrent dans les 

tumeurs, fournissant des substances nutritives et de l'oxygène et enlevant les déchets88
,89 . 

Cela promeut la croissance tumorale et facilite une éventuelle métastasie. 

1.1.4.2 La problématique de la métastasie du cancer du sein 

C'est le développement des métastases dans des organes vitaux des patients qui est 

la principale cause de décès associée au cancer du sein9o
• Il y a plus de 25 % des 

patientes diagnostiquées avec un cancer du sein qui finiront par développer des 

métastases9 1
, le plus souvent dans des organes vitaux, dont le foie, les os, les poumons et 

le cerveau84
,92 . À partir du moment où des métastases sont détectées, le pronostic est 

défavorable, avec un taux de survie sur cinq ans de seulement 25 %93 et ce, malgré que 

plus d'un type de traitement soit disponible et indiqué (section 1.1.5, Traitements). 

Toutefois, on sait maintenant que tous les types de tumeurs du sein ne sont pas 

. également métastatiques : les tumeurs de type triple-négatif/basal sont associées à un 

risque significativement accru de la formation de métastases9 1
, alors que les tumeurs 
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luminales A sont associées au plus faible risque 75. Le fait que les tumeurs luminales A 

soient les seules à exprimer un niveau élevé de ERa soulève la possibilité d'un rôle pour 

l' œstrogène dans la régulation de la progression métastatique des tumeurs du sein. 

L'estradiol (E2)94, l'une des trois formes actives de l'œstrogène, jouerait en effet 

un rôle clé dans le sein, normal et cancéreux, au niveau du développement de la glande 

mammaire42,79. Ainsi, vers la puberté et pendant la maturité sexuelle, le développement 

des seins est stimulé par l'E2, qui est l'hormone stéroïdienne prédominante en circulation 

et celle qui est la plus active79. À la ménopause, le niveau plasmatique de l'E2 est 

diminué de 90 %79. Toutefois, en dépit des niveaux différents d'œstrogènes circulants 

chez les femmes pré- et post-ménopausées, les concentrations de l'E2 dans les tissus du 

cancer du sein ne diffèrent pas entre ces deux groupes de femmes79. Cela indique que 

son absorption à partir de la circulation pourrait ne pas contribuer de manière 

significative au contenu total de cette hormone dans les tumeurs du sein, mais plutôt que 

la synthèse locale d'estradiol par l'aromatisation des androgènes (le principal étant la 

testostérone) joue un rôle plus importanë4. C'est d'ailleurs principalement au niveau des 

tumeurs mammaires que l'E2 a un impact sur la prolifération cellulaire, car: 1) les 

cellules du sein normal sont principalement ERa-négatives et seulement environ 10 % 

des cellules des canaux galactophores expriment ERa34,95; 2) dans les glandes 

mammaires normales des femmes, les cellules ERa-positives ne sont normalement pas 

prolifératives·, mais cette propriété est perdue quand ces cellules deviennent 

cancéreuses34,42,78,95. Par contre, tôt dans le processus de carcinogenèse, l'expression de 

ERa est régulée à la hausse, de sorte que près de 70 % des cancers du sein expriment 

éventuellement ce récepteur et sont hormono-dépendants95,96. 

Ensuite, l'exposition prolongée des cellules mammaires aux œstrogènes peut être à 

l'origine d'une carcinogenèse liée aux œstrogènes. Le principal mécanisme sous-jacent 

est la liaison de l'estradiol à ERa, pour exercer un puissant stimulus sur la prolifération 

des cellules mammaires de manière directe, et/ou indirecte via la production de facteurs 

de croissance42,79. En effet, les cellules du sein prolifèrent en réponse aux œstrogènes et 

la présence simultanée de progestérones augmente le taux de la division cellulaire82. La 
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mitose cellulaire accrue augmente le risque d'accumuler des mutations causées par des 

. hormones, des médicaments, des agents infectieux, des produits chimiques ou d'autres 

expositions environnementales, et d'engendrer la transformation néoplasique82
. 

Mentionnons toutefois que les œstrogènes peuvent causer le cancer du sein de façon 

génotoxique, sans l' implication du récepteur ERa 79,81. Par exemple, une étude a 

démontré que des souris dont l' expression de ERa a été supprimée par technologie du 

knockout, mais exprimant l'oncogène Wnt-l , développent tout de même des tumeurs 

mammaires en réponse à l' estradioe9
. C' est d'autres récepteurs de l' œstrogène qui sont 

responsables de ce phénomène, soit ER~ et GPRI. 

Enfin, des données récentes soulèvent l' hypothèse que l' estradiol pourrait être un 

régulateur important de la métastasie du cancer du sein, en contrôlant l'expression 

d'ERBB2 par les cellules can~éreuses. Ainsi, l'oncogène ERBB2 est bien connu pour 
. . 

promouvoir la métastasie, notamment en induisant la prolifération cellulaire, la motilité, 

l' angiogenèse, la transcription de gènes pro-métastatiques et l'invasion52
-
54

,97 . Les 

mécanismes cellulaires impliqués sont d'ailleurs partiellement élucidés. Ainsi, dans les 

cancers du sein surexprimant ERBB2, celui-ci active souvent la voie de PI3K1AKT, qui 

est connue pour réguler la prolifération cellulaire et la survie cellulaire en inhibant entre 

autres la protéine anti-apoptotique Bad52
,54,65 . Des données récentes suggèrent également 

que l' activité d'AKT favorise la métastasie98
,99 . La voie de Ras/Raf/MEKlERK, elle 

. aussi est généralement activée à la suite de l' amplification du gène ERBB2, ce qui 

aboutit la plupart du temps à l'activation de gènes nucléaires, dont plusieurs sont 

pro_métastatiques52,59,65, loo, lol. La surexpression ou la suractivation de ERBB2 dans les 

cellules du cancer du sein est associée à un mauvais pronostic clinique, d'une part parce 

qu' il est pro-invasif et pro-métastatique, et d'autre part parce qu' il est directement 

impliqué dans le phénotype de résistance aux thérapies52,54,65,lo2, lo3 . Donc, la régulation à 

la baisse de l'expression de ERBB2 par l' estradiol dans les cellules du cancer du sein 

luminales50 pourrait non seulement contrer la chimiorésistance, mais également freiner 

la métastasie des tumeurs luminales A et être à l' origine de la survie globale plus élevée 

observée chez les patientes présentant ce type de tumeur. 
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1.1.5 Le traitement du cancer du sein 

De nos jours, plusieurs traitements sont disponibles pour les carCInomes 

mammaires dont la chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie et l'hormonothérapie. 

La chirurgie est le traitement local le plus utilisé pour le cancer du sein104
,105 . Elle 

consiste à retirer complètement la tumeur du sein et souvent on enlèvera aussi les 

ganglions lymphatiques axillaires du côté de la tumeur 104
,105. Il existe deux types de 

chirurgie mammaire qui dépendent de l' emplacement de la tumeur et de sa taille : la 

chirurgie conservatrice, la lumpectomie, qui est le sectionnement d'une partie du sein et 

la mastectomie, qui est l' ablation complète du sein lO5
• La chirurgie peut être combinée à 

d' autres traitements comme la radiothérapie ou la chimiothérapie. De plus, la 

chimiothérapie adjuvante 'peut être donnée avant l ' intervention chirurgicale afin de 

réduire la taille de la tumeur 1 
06. La radiothérapie consiste à détruire les cellules 

cancéreuses dans une région spécifique, localisée, en utilisant de fortes doses de 

radiation à répétition. Les cellules cancéreuses finissent par mourir, car elles n'ont pas le 

temps de se régénérer entre les séances quotidiennes. L'irradiation a pour but de détruire 

toutes les cellules tumorales tout en épargnant les tissus sains périphériques 107
. En effet, 

il s'agit d' un mécanisme intracellulaire qui induit l' apoptose des cellules. Évidemment, 

les doses de radiation nécessaires sont différentes d'une tumeur à l'autre 107
. La 

radiothérapie peut également être utilisée après une chirurgie pour ôter les dépôts de 

cellules cancéreuses qui pourraient rester autour de la zone antérieurement tumorale 108
. 

En effet, chez les patientes qui auront subi un sectionnement d'une partie du sein, 41 % 

auront des cellules cancéreuses persistantes près de la lésion 109
. Parmi celles-ci, celles 

qui n' auront pas recours à la radiothérapie courent un risque d' avoir une tumeur 

récurrente évaluée à 39 %, comparativement à 14 % pour celles qui auront reçu le 

traitement de radiation 1 
09. La chimiothérapie, quant à elle, est utilisée quand la 

métastasie est soupçonnée ou diagnostiquée9
0,1l0. Ce traitement consiste à injecter des 

médicaments de façon systémique pour détruire des cellules cancéreuses dissimulées ou 

inaccessibles par radiothérapie. La plupart des médicaments chimiothérapeutiques sont 

administrés par voie intraveineuse à l' hôpital. La chimiothérapie provoque des 

altérations dans les cellules à prolifération rapide: les cellules cancéreuses, mais aussi 
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plusieurs types de cellules sames sont affectées III . C'est ce qui provoque les effets 

secondaires associés à cette approche, notamment la fatigue, la perte des cheveux et les 

vomissements 1• Les effets secondaires de la chimiothérapie sont différents, en termes de 

nature et d ' intensité, d 'une personne à l' autre et dépendent entre autres de la dose et de 

la nature des agents utilisés. Une étude faite par le groupe Early Breast Cancer Trialists 

Collaborative Group (EBCTG) indique que la chimiothérapie diminue le risque de 

récidive du cancer du sein de 30 % et de mortalité d ' environ 20 %112. Les personnes 

ayant un cancer ER-négatif sont plus sensibles à la chimiothérapie, probablement parce 

que ces cellules se divisent plus rapidement que les cellules hormono-dépendantesIER

positives; malgré cela, le taux de survie des patientes demeure faible 113 . 

Outre la chirurgie, l' hormonothérapie à l'aide des anti-œstrogènes est un 

traitement de choix pour les patients atteints d ' un cancer du sein hormono-dépendant 

afin de guérir et pour prévenir la récidive de la maladie64
,11 4, 11 5. Certains anti-œstrogènes 

sont appelés SERM, pour modulateurs sélectifs des récepteurs œstrogéniques35
,64. Le 

tamoxifène, qui en fait partie, peut aussi être utilisé pour la prévention chez les femmes à 

haut risque de développer un cancer du sein I1 4
, 11 6. Ce médicament est pris par voie orale 

sous forme de comprimé et son dosage varie d' un patient à l ' autre ll7
. Dans les cellules 

du cancer du sein, le tamoxifène agit comme un antagoniste du récepteur aux œstrogènes 

en se liant au ER et en induisant un changement de conformation qui bloque l'interaction 

d ER l '" .. d 1 Id' 11 6 11 7 Il 'd' . . 1 u avec es protemes co-actlvatnces e a g an e mammaIre ' . re mt amSI e 

nombre de récepteurs disponibles pour la liaison avec des œstrogènes endogènes, ce qui 

diminue la croissance de la tumeur en réponse à l' œstrogène 11 7,118. À l' inverse, le 

tamoxifène montre des effets œstrogéniques dans d' autres tissus et c' est pourquoi il 

n' est pas un antagoniste pur du ER, mais plutôt un SERM. L' action oestrogénique du 

tamoxifène entraîne des effets bénéfiques sur les os et le système cardio-vasculaire chez 

les femmes ménopausées, mais l' utilisation du tamoxifène a été associée à une incidence 

accrue de cancer de l'endomètre 1 
16, 117. L'explication moléculaire de cet agoniste partiel 

des récepteurs oestrogéniques dans l' endomètre par le tamoxifène n' est pas complète, 

mais il a été suggéré qu' il induit des changements dans l'expression des gènes dans les 
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cellules épithéliales endométriales, notamment des gènes impliqués dans le métabolisme 

des œstrogènes 1 
19. 

Les inhibiteurs de l' aromatase (AIs) peuvent également être prescrits pour traiter 

le cancer du sem chez les femmes ménopausées ayant un cancer 

hormono-dépendant I1 8
,12O. L'aromatase, une enzyme présente dans le foie, est impliquée 

dans les dernières étapes de la biosynthèse des androgènes par le cytochrome P450 et est 

responsable de la production des œstrogènes 12l. Chez ces femmes, l'aromatase est 

principalement exprimée dans le tissu adipeux et non pas dans les gonades 11 8. Les AIs 

empêchent la production d'œstrogènes par les tissus gras et par les glandes surrénales64
; 

l'inhibition de l'aromatase permet de réduire la croissance des cancers du sein 

hormono-dépendants stimulés par l'œstrogène. Habituellement, le traitement des AIs est 

donné aux patients quand les anti-œstrogènes n'ont pas été efficaces ou lorsque les 

cellules ont développé une résistance au tamoxifène I1 8
, 122 . Le traitement aux AIs peut 

aussi être combiné avec le tamoxifène 118. 

Un autre médicament, plus médiatisé, est le trastuzumab ou Herceptin, qui bloque 

spécifiquement l' action de l'oncogène ERBB255
,58,123 . Le trastuzumab est un anticorps 

monoclonal humanisé recombinant dirigé contre le domaine extracellulaire de la 

protéine ERBB2 et il s'administre par injection intraveineuse55
,58,123,124 . Ce traitement est 

destiné aux gens atteints d'un cancer du sein infiltrant, où les cellules cancéreuses 

surexpriment le gène ERBB258
,123 . Le trastuzumab vise à inhiber la division et la 

croissance des cellules cancéreuses du sein initiées par ERBB2. La liaison du 

médicament à ERBB2 déclenche sa dégradationS 5 
• Le trastuzumab combiné à la 

chimiothérapie rend les cellules plus sensibles aux traitements et augmente les chances 

de survie de la patiente90,123-l 25 . 

Malgré l'efficacité relative de ces traitements, plusieurs patientes voient 

éventuellement leur cancer récidiver, et/ou la maladie évoluer vers le stade 

métastasique l14
. La résistance aux traitements est une autre problématique clinique 

importante avec laquelle doivent composer médecins et patientes. Environ un tiers des 
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femmes atteintes d'un cancer du sem vont éventuellement développer des tumeurs 

récurrentes qui sont résistantes au tamoxifène l14 . Les cellules résistantes au tamoxifène 

n'ont pas perdu leur statut ER+, cependant, dans ces cellules le tamoxifène interagit avec 

les voies des facteurs de croissance, ce qui favorise leur prolifération cellulaire 126. Les 

tumeurs du sein résistantes au tamoxifène sont souvent caractérisées par un niveau élevé 

du gène ERBB250
,57 . Environ 40 % des patients ayant des tumeurs métastatiques vont 

développer une résistance au tamoxifène l26. Pour leur part, la plupart des tumeurs qui 

sont résistantes au trastuzumab le deviennent en moins de douze mois de thérapie I27
,128. 

Les patients résistants au trastuzumab peuvent présenter une mutation dans le domaine 

extracellulaire de la protéine ERBB2, qui provoque une phosphorylation constitutive du 

domaine kinase du récepteur et une activation constitutive de voies intracellulaires 

oncogéniques telles que celles du récepteur à l'EGP55. 

Les traitements disponibles actuellement qui sont décrits ci-haut ont non seulement · 

une efficacité limitée pour traiter les tumeurs primaires du sein, mais aussi sont-ils peu 

efficaces en général pour contrer la métastasie, avec pour principale conséquence un 

pronostic défavorable pour les tumeurs métastatiques. Par conséquent, il est crucial 

d'investiguer en profondeur les mécanismes cellulaires et moléculaires qui contrôlent le 

processus: c' est de cette façon que seront obtenues les connaissances nécessaires au 

développement d'une nouvelle génération d'agents anti-métastatiques efficaces. Parmi 

les candidats moléculaires potentiellement impliqués dans le contrôle de la métastasie 

figurent des facteurs de la famille PAX; ceux -ci sont au cœur du programme de 

recherche sur la métastasie du cancer du sein du Dre Van Themsche. 

1.2 Les gènes PAX 

1.2.1 Structure 

La famille des gènes PAX encode des protéines qUl sont des facteurs de 

transcriptionI29-13I. Cette famille comprend neuf membres qui sont divisés en quatre 

groupes selon leurs domaines structuraux: P AX1I9, P AX2/5/8, PAX317 et P AX4/6 
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(Figure 1.4)129,131,132. Les PAX tirent leur nom d'un motif protéique de liaison de l'ADN 

appelée paired box, un domaine conservé chez tous les membres de la famille PAX, 

d'une longueur de 128 acides aminés et qui est situé dans la partie amino-terminale de la 

protéine I30,I31,133,134. Les protéines PAX diffèrent par contre par la présence ou l' absence 

d'un second domaine appelé octapeptide, qui contribue à l' activité transcriptionnelle de 

ces protéinesI29,131,134,I35. De plus, certaines PAX possèdent un autre domaine de liaison 

à l'ADN, complet ou partiel, appelé homéodomaine129,131,134,135. 

Gènes Chromosomes Groupes Domaine paired box Octapeptidt Homéodomaint 

PAX1 20pll 
I 

PAX9 14Q12 

PAX2 lOQ24 

PAX5 9p13 II 

PAX8 2q12 

PAX3 2q35 
III 

PA'X7 Ip36 

PAX. 7q32 
IV 

PAX6 llp13 

Figure 1.4 Structure moléculaire des membres de la famille PAX. 
La famille PAX comprend neuf membres qui sont divisés en quatre 
groupes selon leurs domaines structuraux: PAXI /9, P AX2/5/8, P AX317 
et P AX4/6. Ils possèdent tous le domaine paired-box qui lie un site 
consensus à l'ADN et ils diffèrent par la présence ou l' absence d'une 
séquence octapeptide ou d' un homéodomaine complet ou partiel. 
Adapté de 136. 

1.2.2 Expression et activité 

Classiquement, les gènes PAX sont exprimés pendant le développement fœtal , y 

compris pendant l ' organogenèse 13 1,135,137,138. Ils sont des régulateurs du développement 
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tissulaire et cellulaire dans les embryons et sont généralement réprimés lors· de la 

différenciation terminale des cellules I29
,135,139, 140. L' expression des gènes PAX est 

relativement rare dans les tissus adultes; il a cependant été observé que certains PAX 

peuvent persister ou être ré-exprimés dans des tissus particuliers chez l ' adulte, où leur 

profil d' expression est souvent différent de celui dans l'embryogenèse 133
,139. 

Certaines études laissent également supposer que l' expression des gènes PAX 

pourrait être dérégulée lors d'un cancer I34
, 137, 138 . Un rôle intéressant des gènes PAX qui 

pourrait les impliquer dans le développement d'un cancer est leur capacité de contrôler 

l'auto-renouvèlement des cellules souches, à la fois pendant le développement fœtal et 

chez l' adulte I35
,139. Cette caractéristique est importante dans la régénération et la 

réparation des tissus, et est particulièrement pertinente dans le contexte de la formation 

des tumeurs, où des cellules souches pré-cancéreuses peuvent procéder à 

l'auto-renouvèlement pour ensuite proliférer pour générer une masse cancéreuse 139. 

Toutefois, les gènes PAX ne seraient pour la plupart pas oncogéniques, car la 

surexpression de gènes PAX in vivo dans des souris transgéniques ne mène pas 

nécessairement à l' apparition de tumeurs, excepté pour PAX6 139
. Néanmoins, l' un ou 

l'autre des gènes PAX est souvent exprimé dans les cellules de divers cancers, et est 

fi · , . l' l' d Il l ' 129 135 A' . l par OlS necessalre pour a crOlssance et a sur~le es ce u es cancereuses ' . mSI, es 

altérations génétiques de certains membres de la famille PAX interviennent directement 

dans les réseaux transcriptionnels menant à l'oncogenèse en régulant la survie des 

cellules tumorales, la prolifération et la migration I29
,135. De plus, des modifications dans 

l'expression de çertains gènes PAX des sous-groupes II (PAX 2-5-8) et III (PAX 3-7) 

• " • Co ' bl 129 139 L ' d d sont souvent aSSOClees a un pronostIc peu lavora e ' . es genes e ces eux 

sous-groupes sont exprimés dans une grande variété de tumeurs et peuvent être utilisés 

comme marqueurs tumoraux 139. Également, la répression de leur expression entraîne la 

mort des cellules tumorales, ce qui représente une cible potentielle intéressante pour 

combattre le cancer139
. À l' inverse, les gènes PAX des sous-groupes 1 (PAX 1-9) et IV 

(P AX 4-6) ont rarement été impliqués dans la tumorigenèse I29
,139. 
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Dans les cellules du cancer du sein, ce ne sont évidemment pas tous les gènes PAX 

qui sont exprimés. Dans le cadre de ma maîtrise, j ' ai concentré mes efforts de recherche 

sur un seul membre, P AX2. La section qui suit décrit P AX2 et la rationnelle de son 

étude dans les cellules du cancer du sein. 

1.2.3 PAX2 

Le gène P AX2, qui code pour une protéine unique dont la masse moléculaire est 

de 42kDa, fait partie du sous-groupe II et possède la séquence octapeptide ainsi qu'un 

homéodomaine tronqué I35
,136,14 1. Chez l'humain, le gène qui code pour cette protéine est 

situé sur le chromosome dix et se compose de douze exons 133. Les quatre premiers exons 

codent le domaine paired box, tandis que le cinquième ex on code pour la séquence 

octapeptide 133. La partie carboxy-terminale de la protéine P AX2, codée par les exons 

sept à douze, est requise pour la régulation transcriptionnelle des gènes cibles de la 

protéine 133 . 

Le premier rôle qui a été attribué à P AX2, et celui qui est encore le mieux connu 

aujourd'hui, est son implication dans le développement du mésoderme intermédiaire du 

rein13I
,137,142. Dans des conditions normales, PAX2 a une fonction anti-apoptotique dans 

les cellules rénales embryonnaires l29
. Au cours du développement embryonnaire du rein, 

l'expression de P AX2 est transitoire et réprimée lors de la différenciation terminale, 

alors que son expression devient constitutive dans les tumeurs du rein associées à la 

maladie de Wilms I31
,143. Chez la souris, la perte de la fonction du gène PAX2 (knockout) 

résulte en de multiples anomalies du développement, y compris une agénésie rénale 

(développement insuffisant du rein durant l' embryogenèse) et des défauts du nerf 

optique et du système nerveux central. Ces anomalies sont telles que les souris dont le 

gène P AX2 est complètement inactivé par mutation meurent quelques jours après la 

naissance 133 . 

La figure 1.5 montre les principales tumeurs où P AX2 a été détecté chez 

l'humain 1 
29 . Le rôle de PAX2 dans ces tumeurs commence à peine à être investi gué. 
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Dans les cellules du cancer de la prostate, par exemple, des données suggèrent que 

P AX2 supprimerait une composante du système immunitaire impliquée dans la 

reconnaissance des cellules cancéreuses et leur destruction 140. PAX2 favoriserait 

également la survie des cellules cancéreuses de la prostate, en inhibant le suppresseur de 

tumeur hBD1 14o
. Ces données font de PAX2 une cible thérapeutique potentielle 

supplémentaire dans le cas du cancer de la prostate. P AX2 a également été détecté dans 

certaines tumeurs de l' endomètre, où son expression est induite par l ' œstrogène et par le 

tamoxifène I1 6
,137, 142. Ce phénomène s'explique par le fait que dans l' utérus, les 

récepteurs à l' estrogène sont exprimés dans des proportions différentes; de plus, leurs 

co-récepteurs peuvent être différents. Dans le cancer du sein, le tamoxifène agit comme 

un antagoniste du récepteur à l' œstrogène tandis que dans les tissus de l' endomètre, il 

agit à titre d'agoniste du récepteur l'œstrogène I44
. Cette induction est associée à une 

hypométhylation du promoteur de P AX2, démontrant la régulation épigénétique de 

l'expression de P AX2 dans ces cellules. De plus, il a été montré que l' induction de 

l' expression de P AX2 engendrait une forte prolifération cellulaire 1 
16,137,142, ce qui 

suggère que PAX2 est réprimé dans les cellules endométriales non-cancéreuses afin d'en 

contrôler la prolifération. 

Figure 1.5 
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Huit types de cancers qui peuvent exprimer P AX2 chez l'humain. 
Les pourcentages des tumeurs qui expriment la protéine P AX2 chez huit 
types de cancers parmi les plus fréquents chez l'humain, tel que 
déterminé par immunohistochimie, sont présentés ici. Tiré de 129. 
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Enfin, PAX2 a été détecté dans diverses tumeurs du sein I29,137,139,140. Il ne peut être 

utilisé comme marqueur spécifique du tissu mammaire cancéreux, puisqu'une étude faite 

par Silberstein et ses collaborateurs montre la présence du facteur de transcription P AX2 

dans plusieurs tissus du sein normaux; pendant le développement, P AX2 est nécessaire à 

la croissance des conduits canalaires latéraux du sein 143 . 

P AX2 a été trouvé comme étant un répresseur transcriptionnel du proto-oncogène 

ERBB2 dans les cellules du cancer du sein ER+50,114. Parce que ERBB2 est un important 

facteur pro-invasif et pro-métastatique dans les cellules du cancer du sein, cela suggère 

que PAX2 pourrait agir comme un régulateur négatif de l' invasivité et de la métastasie 

dans ces cellules50,lo2,lo3. Peu de facteurs capables d'une telle fonction protectrice contre 

la progression du cancer du sein ont été identifiés à ce jour et par conséquent, un rôle 

possible pour P AX2 en ce sens, ainsi que les mécanismes cellulaires et moléculaires qui 

régulent son expression et son activité, sont particulièrement intéressants. 

Très peu ~e choses sont connues quant aux mécanismes moléculaires qui régulent 

l'expression ainsi que l' activité de PAX2 dans les cellules du cancer du sein ER+. Dans 

certains types cellulaires, la quantité d'ARNm de P AX2 est augmentée après une 

stimulation par l'EGF (le facteur de croissance épidermique)142 ; l' impact de l'EGF sur 

PAX2 dans les cellules du cancer du sein ER+ demeure à investiguer. En parallèle, 

puisque des conditions environnementales hypoxiques qui règnent au sein de tumeurs 

solides comme celles du sein influencent l' expression de nombreuses molécules liées à 

la capacité invasive et métastatique de ces dernières, il est possible que l' expression du 

facteur PAX2, qui régule l' expression du gène pro-invasif et pro-métastatique ERBB2 

dans les cellules du cancer du sein luminales5o, soit différente dans des conditions 

normoxiques et hypoxiques. Les sections 1.3 et 1.4 du présent mémoire sont dédiées à 

l' introduction de ces deux régulateurs potentiels de P AX2 (EGF et hypoxie 

respectivement) dans les cellules du cancer du sein luminales. 
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1.3 Le facteur EGF 

1.3.1 Description générale de l'EGF et sa famille de ligands 

Les membres de la famille de l'EGF sont synthétisés sous forme de précurseurs 

transmembranaires à la surface cellulaire I4s
. À la suite de leur activation, ils peuvent lier 

divers récepteurs dont ceux de la famille erBb. Chez l' humain, on retrouve quatre 

récepteurs homologues à EGF, pour lesquels Il ligands ont été identifiés (Figure 1.6 et 

Tableau 1.1). Dépendamment du type de ligand et du récepteur activé, le résultat final 

sera différent, chaque récepteur et chaque ligand remplissant des rôles distincts. Ils sont 

impliqués dans la prolifération, la survIe, l'angiogenèse, l' adhésion, la 

migration/invasion et dans la différenciation cellulaire6 I
• 
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Lorsque les récepteurs sont activés par un ligand, ils dimérisent et sont 
phosphorylés, puis des molécules adaptatrices sont recrutées et des voies 
de signalisation cellulaire sont activées, ce qui mène à l' activation de 
plusieurs facteurs de transcription régulant diverses fonctions biologiques. 
Adapté de 61. 

Le facteur EGF (epidermal growth factor) est une petite molécule soluble 

composée de 53 acides aminés qui est impliquée dans la croissance normale de plusieurs 

organes. Lorsqu' il lie son récepteur à la surface des cellules (EGFR; epidermal growth 
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factor receptor), EGF active une intense signalisation cellulaire en aval, dont l'une des 

principales conséquences est l' augmentation très rapide de l'activité mitotique. Les 

principales voies de signalisation impliquées sont celles des MAP kinases et de la 

PI3 kinase. La structure tridimensionnelle de la protéine EGF est dictée par six résidus 

cystéines qui forment trois ponts disulfures : le domaine NH2-terminal contient deux 

ponts di sulfures et le domaine COOH-termina}, seulement qu'un I46
• 

Tableau 1.1 

Les facteurs de croissance de la famille de l'EGF et leurs récepteurs. Tiré de 61. 
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1.3.2 L'EGF dans le sein normal et cancéreux 

L'EGF a un rôle important dans le développement normal de la glande mammaire. 

Au cours de la puberté, de la maturation, de la grossesse et de la lactation, les hormones 

stéroïdiennes vont réguler la production de plusieurs facteurs de croissance dans le sein, 

y compris l'EGF. Selon les récepteurs qu' il activera, diverses fonctions biologiques 

seront engagées (Figure 1.7)147. Le facteur EGF a également un rôle clé dans la 
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carcinogenèse mammaire. Les récepteurs à l'EGF sont surexprimés dans 16 à 48 % des 

cancers du sein humains et cette surexpression est corrélée positivement avec un 

mauvais pronostics3. Ainsi, lorsqu ' il est surexprimé dans les cancers du sein triples 

négatifs, EGFR confère une plus grande prolifération des cellules cancéreuses et 

favorise la métastasies3 ainsi qu'une résistance à la chimiothérapies4. 

Figure 1.7 
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Les récepteurs à l'EGF et leurs ligands sont impliqués dans diverses 
réponses biologiques durant la puberté, la maturation, la grossesse et la 
l . T· ' d 147 actatlOn. Ife e 
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1.4 L'hypoxie et son impact sur les tumeurs mammaires 

1.4.1 Description de la condition hypoxique 

L 'hypoxie, au cours de laquelle la quantité d'oxygène perfusant un tissu est 

restreinte pour différentes raisons, est un état dynamique caractérisant de nombreux 

types de tumeurs solides. Ceci engendre de nombreux changements intracellulaires, 

autant dans les voies de signalisation que dans l'expression génique en aval. Dans les 

cellules humaines, l' adaptation aux conditions hypoxiques est réalisée par deux facteurs 

de transcription: HIF-1 et HIF-2 (facteurs inductibles à l'hypoxie-1 et -2). Les deux 

protéines sont composées d'une sous-unité a de 120 kDa et d'une sous-unité ~ de 

91-94 kDa148
. Dans des conditions normoxiques, les protéines HIF ont une très courte 

demi-vie. En réponse à l'oxygène environnant, leur sous-unité a est hydroxylée par une 

prolyl-hydroxylase puis ubiquitinée par la protéine pVHL (von Hippel Lindau protein), 

un suppresseur de tumeurs (Figure 1.8). HIF-1 et HIF-2 sont ensuite dégradées dans le 

protéasome en quelques minutes I49
, 150. 

Figure 1.8 

Liaison sur Je HRE du promoteur des gènes cibles 

Impact des conditions hypoxiques. 
En conditions normoxiques, le facteur HIF -1 a est ubiquitiné et dégradé, 
tandis qu'en hypoxie, il est ·stabilisé. HIF -1 se lie sur le HRE du 
promoteur des gènes cibles. Adapté de 151. 
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En conditions hypoxiques à l'opposé, la sous-unité a de HIF-l et de HIF-2 est 

stabilisée et s'associe à la sous-unité HIF-l p, qui elle, est exprimée constitutivementl52
; 

. les deux protéines HIF-l et HIF-2 s'accumulent donc 153 et leur activité transcriptionnelle 

est augmentée (Figure 1.8). Le rôle de HIF-l dans la réponse tumorale à l'hypoxie est 

beaucoup mieux caractérisé que celui de HIF-2. Ainsi, en conditions hypoxiques, la 

liaison de HIF-l à l'ADN module l'activité transcriptionnelle d'une variété de gènes 

cibles 154-156 (Figure 1.9). 

Figure 1.9 
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Régulation et rôle de HIF -1 en réponse à l'oxygène. 
En conditions normoxiques, la protéine HIF -1 est instable et rapidement 
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1.4.2 L'impact de l'hypoxie sur les tumeurs mammaires 

Des régions hypoxiques sont observables dans les tumeurs mammaires à tous les 

stades de la progression du cancer, soit autant dans les carcinomes in situ que les 

carcinomes ductals et lobulaires hautement invasifs 1 
58 . À l' image de plusieurs autres 

types de cancer, l' hypoxie pourrait augmenter l' invasion et la métastasie des cellules du 

cancer du sein l59
; de plus, l'hypoxie empêcherait la différenciation des cellules souches 

mammaires en cellules épithéliales l60 et un tel maintien d'une niche favorable aux 

cellules souches augmenterait la résistance aux agents chimiothérapeutiques l61
. Enfin, 

des conditions hypoxiques diminuent l' expression de ERa et conséquemment, la 

réponse des cellules cancéreuses au Tamoxifen l62
. 

1.5 Hypothèses et objectifs 

L' équipe du Dre Van Themsche caractérise le rôle et la régulation du facteur de 

transcription P AX2 dans les cellules du cancer du sein luminalesIERa+. Des études 

immunohistochimiques suggèrent l' existence d'une corrélation positive entre 

l'activation de PAX2 et le phénotype luminal des tumeurs du sein l43
; de plus, il a 

précédemment été démontré que sous le contrôle de l' estradiol, PAX2 contrôle 

négativement l' expression du gène ERBB2 dans ces cellules, en réprimant l' expression 

d'ERBBi 63
. Ensemble, ces observations soulèvent l' hypothèse selon laquelle PAX2 

serait un élément central dont l' activité est finement régulée dans les tumeurs du sein, de 

façon à lui permettre de dicter l' évoiution des cancers du sein de type luminal 

spécifiquement. Il importe donc d'élucider la régulation de P AX2 dans ces cellules afin 

de déterminer quels sont les axes cellulaires qui peuvent être activés pour augmenter 

l' activité anti-métastasique de P AX2 dans les tumeurs des patientes. 
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Une étude antérieure a démontré qu'en réponse à l' oestradiol, PAX2 régulait 

l' expression de ERBB2 dans les cellules du cancer du sein luminales5o. Ceci suggère 

donc que l'oestradiol est capable d'augmenter l'expression et ou l' activité de P AX2 dans 

ces cellules; toutefois, cette question est demeurée sans réponse jusqu'à aujourd'hui. 

Puisque l' activité de PAX2 est augmentée lorsqu' il est phosphorylé sur sérine-393 164
, 

nous avons émis l' hypothèse qu'en réponse à l'oestradiol, la sérine-393 de la protéine 

P AX2 était phosphorylée dans les cellules du cancer du sein luminales. De plus, nous 

avons envisagé que la phosphorylation de la protéine P AX2, de même que sa 

translocation vers le noyau (un autre marqueur de son état d'activation), pouvaient être 

augmentées en réponse à l'estradiol dans les cellules du cancer du sein luminales 

exclusivement. 

En parallèle, nous suspections que l' IGF-l et de l' EGF, deux facteurs solubles 

capables de réguler l' expression de ERBB2 l' invasivité des cellules du cancer du sein, 

mais ayant précédemment été identifiés comme des antagonistes de l'oestradiot24
-
26

,53 

dans le sein cancéreux, puissent également réguler l' activité de PAX2 dans les cellules 

du cancer du sein luminales. Enfin, puisque P AX2 régule dans les cellules du cancer du 

sein l' expression d'un gène largement impliqué dans le contrôle du phénotype invasif et 

métastique, ERBB25o, et sachant que dans des conditions réelles ou mimant l'hypoxie, 

l' expression de certains gènes PAX, incluant celui codant pour P AX2 165
, 166, est régulée à 

la hausse, l' expression de P AX2 est susceptible d'être régulée différemment dans des 

conditions normoxiques versus hypoxiques dans les cellules du ~ancer du sein. Il est à 

noter toutefois que l 'hypoxie a augmenté l' expression de P AX2 dans des cellules 

rénales, celles-là même où il joue un rôle oncogénique l67
. Nous avons donc émis 

l 'hypothèse que puisque dans les cellules du cancer du sein luminales P AX2 jouerait 

plutôt un rôle protecteur contre l'invasivité cellulaire en régulant à la baisse l'expression 

de ERBB2' 63, l'hypoxie pourrait y réguler différemment l' expression de PAX2 comparé 

aux cellules rénales. 

Ainsi, dans le cadre de ma maîtrise, j ' ai étudié de quelle façon des facteurs 

environnementaux précis régulent l' expression et la quantité de P AX2 dans ces cellules. 
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Mes objectifs spécifiques étaient ainsi de déterminer comment l'exposition à l' estradiol, 

à l'EGF et à un stimulant mimant l'hypoxie influençaient 1) l'expression et 2) l' activité 

de PAX2. Une partie des résultats a déjà fait l'objet d'une publication (insérée dans le 

chapitre II) : le reste est présenté au troisième chapitre et constitue le point de départ 

d' autres études actuellement poursuivies par de nouveaux étudiants dans l' équipe du 

Dre Van Themsche. 

1.5.1 Modèles cellulaires 

Une collection de lignées de cellules du cancer du sein dérivées d'échantillons 

tumoraux provenant de patientes humaines sont disponibles pour l' étude de ce cancer et 

sont couramment utilisées dans plusieurs laboratoires à travers le monde depuis des 

décennies. En effet, parmi les lignées tumorales mammaires établies dans les années 

1970, trois sont mentionnées dans les deux tiers des articles scientifiques recensés sur le 

site PubMed au sujet du cancer du sein, soit les lignées MCF -7, T -4 7D et 

MDA-MB-231 168. La lignée cellulaire humaine de cancer du sein épithélial 

Michigan Cancer Foundation- 7, surnommée MCF -7, a été établie en culture à 'partir d'un 

épanchement pleural prélevé chez une patiente de 69 ans atteinte d'un cancer du sein 

métastatique, décédée en 197083
,169 . C'est en grande partie grâce à cette lignée cellulaire 

que les recherches sur le cancer du sein hormono-dépendant ont grandement évoluées 

ces dernières années. C' est cette lignée que j ' ai moi-même utilisée pour modèle d'étude 

in vitro. Cette lignée MCF-7 est très bien caractérisée. Elle a été associée au sous-type 

moléculaire luminal A, exprimant ERa et PR83
,168,170. Ainsi, elle est très représentative 

des tumeurs observées en clinique: chez les femmes nord-américaines atteintes d'un 

cancer du sein, ce sont les tumeurs luminales/ER+ qui sont les plus fréquentes34
,96. 

Fidèles à leur classification luminale, les cellules MCF -7 sont très différenciées et 

expriment faiblement ERBB265
,72 . Leur phénotype faiblement invasif et très peu 

métastatique 72,86 est également très cohérent avec leur statut luminal. Cette lignée 

représente un modèle de premier choix pour l' étude de la régulation de P AX2, parce 

qu' il y est exprimé et actif50
; de plus, c'est dans cette lignée qu' a été découvert le rôle de 

PAX2 comme régulateur négatif de l' expression de ERBB2 en réponse à l'estradioI5o. 
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Néanmoins, les résultats obtenus dans ce modèle cellulaire devront éventuellement être 

confirmés dans d'autres modèles/lignées in vitro , ainsi que dans des modèles in vivo. 



CHAPITRE II 

ARTICLE SCIENTIFIQUE 

Ce chapitre est présenté sous forme d'article, en anglais, et a été publié dans le 

journal Molecular Cancer sous la référence: Beauchemin et al. Molecular 'Cancer 2011 , 

10:148. 

2.1 Contribution des auteurs 

J'ai réalisé plusieurs des immunobuvardages présentés (Figures 1-4). J'ai 

également aidé l' auteur principal David Beauchemin à réaliser les expérimentations de 

la figure 3 (traitements des cellules, lyse des cellules traitées, dosage des protéines 

totales de ces lyses). Tout ceci, toujours pour plus de trois expériences indépendantes. 

2.2 Résumé 

Contexte: La métastasie est la principale cause de décès chez les patients atteints de 

cancer du sein. Identifier les principaux facteurs cellulaires contrôlant l'invasion et la 

métastasie des cellules cancéreuses du sein devrait mener vers de nouvelles stratégies 

thérapeutiques efficaces interférant avec le processus métastatique. Le facteur de 

transcription P AX2 (paired box 2) est exprimé par les cellules cancéreuses du sein 

in vivo et, plus récemment, il a été montré à réguler négativement l'expression de ERBB2 

(erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2, HER-2/neu), un gène pro-invasif et 

pro-métastatique, dans les cellules cancéreuses du sein luminallERalpha positif (ERa+). 

L'objectif de la présente étude est d' investiguer sur le rôle de la protéine PAX2 dans le 

contrôle de l'invasion des cellules du cancer du sein luminal et de caractériser la 

régulation de son expression et de son activation 
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Résultats: La forme active (phosphorylée) de P AX2 est plus élevée dans les lignées 

cellulaires luminales par rapport aux sous-types non-luminaux, et l'activation de P AX2 

par l'estradiol a été réalisée de manière sélective dans les lignées cellulaires du cancer du 

sein du sous-type luminal. Ce processus a été bloqué par du ICI 182780 et peut être 

inhibé par l'IGF-l. Un knockdown de PAX2 dans les cellules luminales MCF-7 a 

complètement annulé la régulation négative induite par l' estradiol sur ERBB2 et la 

diminution de l'invasion des cellules, alors que la surexpression de P AX2 dans ces 

cellules a amélioré l' effèt de l' estradiol au niveau de l'expression de ERBB2 et de 

l'invasion cellulaire. 

Conclusions: L'étude démontre que l' activation de P AX2 par l'estradiol est sélective 

dans les cellules du cancer du sein du sous-type luminal, via ERa, et que l ' IGF -1 est un 

régulateur négatif de l' activité de PAX2 dans ces cellules. En outre, l' étude révèle un 

nouveau rôle pour P AX2 dans le maintien d'un phénotype faiblement invasif dans les 

cellules du cancer du sein luminales lors de l'exposition à l'estradiol, et montre que la 

surexpression et l'activation de P AX2 dans ces cellules sont suffisantes pour réduire une 

capacité invasive. 



2.3 Article scientifique 

P AX2 is activated by estradiol in breast cancer cells of the luminal subgroup 

selectively, to confer a low invasive phenotype 

David Beauchemin, Catherine Lacombe, Céline Van Themsche* 

Mol Cancer, 2011. 10: p. 148. 
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Abstract 

Background: Metastasis is the leading cause of death among breast cancer patients. 

Identifying key cellular factors controlling invasion and metastasis of breast cancer cells 

should pave the way to new therapeutic strategies efficiently interfering with the 

metastatic process. P AX2 (paired box 2) transcription factor is expressed by breast 

cancer, cells in vivo and recently, it was shown to negatively regulate the expression of 

ERBB2 (erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2, HER-2/neu), a 

well-documented pro-invasive and pro-metastastic gene, in luminallERalpha-positive 

(ERa+) breast cancer cells. The objective of the present study was to investigate a 

putative role for P AX2 in the control of luminal breast cancer cells invasion, and to 

begin to characterize its regulation. 

ResuUs: PAX2 activity was higher in celllines from luminal compared to non-Iuminal 

subtype, and activation of P AX2 by estradiol was selectively achieved in breast cancer 

cell lines of the luminal subtype. This process was blocked by ICI 182780 and could be 

antagonized by IGF-l. Knockdown of PAX2 in luminal MCF-7 cells completely 

abrogated estradiol-induced downregulation of ERBB2 and decrease of cell invasion, 

whereas overexpression of P AX2 in these cells enhanced estradiol effects on ERBB2 

levels and cell invasion. 

Conclusions: The study demonstrates that P AX2 activation by estradiol is selectively 

achieved in breast cancer cells of the luminal subtype, via ERa, and identifies IGF-1 as a 

negative regulator of P AX2 activity in these cells. Further, it reveals a new role for 

P AX2 in the maintenance of a low invasive behavior in luminal breast cancer cells upon 

exposure to estradiol, and shows that overexpression and activation of PAX2 in these 

cells is sufficient to reduce their invasive ability. 

Keywords: P AX2, estradiol, breast cancer, invasion, ERBB2, estrogen receptor alpha, 

luminal, MCF-7 
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Background 

The heterogeneous nature of breast cancer is well established. Based on their expression 

profile, breast turnours are classified in five molecular subgroups (luminal A and B, 

basal, ERBB2-overexpressing, and normal-like) [1-3] ; each is associated with distinct 

histological markers and clinical parameters. Only tumours of the luminal subgroups 

express the receptor alpha to estrogen (ERa); however, luminal A tumours express 

higher levels of ERa than luminal B tumours [1-3] and they are associated with less 

aggressive metastatic disease and longer disease-free survival [2]. In accordance, they 

express low levels of ERBB2 (erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2, 

HER-2/neu) in vivo [1] , the expression and activity of which confer invasive and 

metastatic ability to breast cancer cells [4-7]. In vitro, ERa+ lines such as MCF-7 and 

ZR-75-1 , which were derived from ERa+/luminal A tumours, retain a molecular profile 

characteristic of luminal A tumours, including low expression of ERBB2 [8] ; they also 

display poor invasive and metastatic ability [3 ,8,9]. These cell lines thus represent a 

good model to investigate the cellular and molecular mechanisms underlying the po or 

invasive and metastatic phenotype of luminal A turnours. 

P AX2 (paired box 2) is a member of the PAX family of transcription factors, best 

known for their role in terminal differentiation during organogenesis, at the time of 

embryo development [10]. PAX2 is involved in kidney and breast development [11 ,12], 

and although its expression was initially thought to be silenced at the end of the process 

[13], expression ofPAX2 has been found in adult, differentiated breast cells [14]. PAX2 

expression was also detected in breast tumours: although a relatively small number of 

samples have been analyzed to date, P AX2 expression can equally be found in different 

types of tumours [12,14-16]. On the other hand, a differential regulation of P AX2 

activation has been evidenced between breast tumour subtypes: nuclear localization of 

P AX2 is frequent in luminal turnours and infrequent in non-Iuminal tumours [14,15]. 

Considering that luminal tumours are associated with longest disease-free survival [2] , 

and also that increased nuclear localization of P AX2 in tumour cells negatively 

correlates with tumour recurrence [15] , preferential activation of PAX2 in poorly 

metastatic luminal breast cancer cells suggests that P AX2 activity confers protection 
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against metastasis in these tumours. Supporting this hypothesis, a recent study has 

revealed that P AX2 negatively regulates the expression of a well-established 

pro-invasion and pro-metastastic gene, ERBB2 [5,6] , in estradiol-treated luminal breast 

cancer cell lines [17]. A putative role for P AX2 as a negative regulator of invasion and 

metastasis in breast cancer cells, however, has not been pursued to this day. 

In the present study, we have characterized the regulation ofPAX2 expression and 

activation in luminal and non-Iuminal breast cancer cells; we also examined how the 

modulation of P AX2 expression affects the invasiveness of estradiol-treated luminal 

breast cancer cells. Our results show that in response to estradiol, P AX2 is 

phosphorylated and ~ctivated in breast cancer cells of the luminal subtype selectively, 

via ERa; further, modulation of P AX2 expression in these cells directly impacts their 

invasive ability, in an Era-dependent manner. 

Results 

To characterize P AX2 regulation in breast cancer cells, we first compared basal 

expression and activation of P AX2 between luminal and non-Iuminal cell lines. P AX2 

protein levels were similar in all tested cell lines when cultivated in standard medium 

containing steroid hormones and estradiol-mimicking molecules (Figure la), indicating 

that P AX2 expression does not differ between the two cell subtypes. However, P AX2 

phosphorylation on serine 393 residue, a marker of its activation [18], was higher in 

luminallERa+ cell lines (MCF -7 and ZR-75-1 cells [8]) compared to 

non-luminal/ERa- cell lines (MDA-MB-231 and HS578T [8]) (Figure la,b), showing 

preferential activation of P AX2 in luminal breast cancer cells in vitro, as observed 

in vivo [14,15]. The highest levels of phosphorylated P AX2 protein were detected in the 

least invasive cell lines (luminal cell lines MCF-7 and ZR-75-1 [8], Figure lb), and 

negatively correlated with protein levels of ERBB2 (Figure 1 b), a major player in breast 

cancer cell invasion and metastasis [5,6,19]: these results support the hypothesis that 

P AX2 activation in luminal breast cancer cells maintains a mild invasive and metastatic 

behavior. 
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We have then determined the impact of estradiol exposure on the activation status 

of P AX2, in luminal and non-Iuminal breast cancer celllines. To this aim, breast cancer 

cells were cultivated in a steroid- and serum-depleted growth medium, before they were 

treated with exogenous estradiol at concentrations known to activate estrogen-responsive 

genes in luminal breast cancer celllines such as MCF-7 cells (100 nM or less) [20]. A 

30-min treatment with estradiol increased the levels of phosphorylation of P AX2 protein 

on serine 393 residue in MCF-7 cells (Figure 2a), and induced the accumulation of 

P AX2 protein in cell nucleus, as shown by immunofluorescence (Figure 2c) and 

subcellular fractionation (Figure 2d). In addition, a longer treatment with estradiol 

(24 ho urs ) led to a reduction of ERBB2 protein levels in MCF -7 cells (Figure 2a), in 

agreement with a previously described role for P AX2 in the regulation of ERBB2 gene 

expression in these cells upon treatment with estradiol [17]. Since estradiol treatment 

had no impact on PAX2 expression, at the protein (Figure 2a) or mRNA (Figure 2b) 

levels, these results indicate that estradiol specifically regulates the activation of P AX2 

prote in, but not P AX2 expression, in luminal breast cancer cells. Treatment of 

non-Iuminal cell lines HS578T and MDA-MB-231 with exogenous estradiol had no 

impact on P AX2 phosphorylation and ERBB2 protein content (Figure 2e), showirig that 

estradiol does not regulate PAX2 activity in these cells. Collectively, these results 

indicate that P AX2 activation in response to estradiol is selectively achieved in breast 

cancer cells of the luminal subtype. 

By downregulating ERBB2 expreSSIOn ln luminal breast cancer cells [17,21], 

estradiol could negatively regulate their invasiveness; this question, however, had not 

been directly examined to this day. We found that overall invasion of MCF-7 cells was 

indeed reduced by estradiol (Figure 3a). ICI 187280 (ICI) efficiently antagonizes ERa in 

these cells, as shown by long-term downregulation of ERa expression (Figure 3b) 

[22,23]; in these conditions, MCF -7 cell invasion was increased (Figure 3c), P AX2 

phosphorylation was reduced (Figure 3d) and ERBB,2 prote in levels were increased 

(Figure 3b), whether the cells were subsequently treated with estradiol or not. 

Collectively, these results demonstrate a role for ERa in basal and estradiol-induced 
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P AX2 activation, ERBB2 downregulation and decrease of cell InVaSIOn In luminal 

MCF-7 cells. 

To further document a relationship between P AX2 activity and cell invasion, we 

have examined whether insulin-like growth factor-1 (IGF -1), which positively regulates 

ERBB2 expression in luminal cells [24] and increases the motility and invasiveness of 

MCF-7 cells [25,26] , regulated PAX2 activation by estradiol in these cells. Treatment of 

cells with IGF -lied to a rapid reduction of P AX2 phosphorylation (Figure 4a), contrary 

to estradiol which increased P-PAX2 levels (Figure 4a). When IGF-1 and estradiol were 

combined, PAX2 phosphorylation was reduced (Figure 4a), indicating that IGF-1 

antagonizes the effect of estradiol on P AX2 phosphorylation. In agreement, treatment of 

MCF-7 cells with IGF-1 , alone or in combination with estradiol, increased ERBB2 

prote in levels (Figure 4b), as weIl as cell invasion (Figure 4c). Altogether, these results 

strengthen the inverse relationship between P AX2 activity and cellular invasion and 

identify IGF-1 as a negative regulator of P AX2 activity in luminal breast cancer cells. 

To directly address a putative role for P AX2 in estradiol-induced decrease of cell 

invasion, we knocked down PAX2 using two different small hairpin RNAs (shRNAs). 

Both shRNAs efficiently decreased total and phosphorylated P AX2 prote in levels in 

MCF-7 cells (Figure 5a), and completely prevented estradiol from decreasing ERBB2 

expression (Figure 5b). They had no impact on estradiol-induced cellular proliferation 

(Figure Sc), and did not induce cleaved fragments of P ARP, a marker of apoptosis 

(Figure Sd), or increase the number of cells with apoptotic nuclear morphology 

(Figure Se). P AX2 knockdown therefore did not impact cellular proliferation and 

viability; however, it completely abrogated estradiol-induced decrease of cell invasion 

(Figure 5F). These results reveal for the first time a role for P AX2 in the regulation of 

cell invasion. 

Finally, we determined if overexpression of P AX2 could successfully decrease the 

invasive ability of luminal cells. Transfection of MCF-7 cells with a plasmid vector 

containing P AX2 cDNA increased total levels of PAX2 protein (Figure 6a): the 

exogenous protein was phosphorylated in response to estradiol and ERBB2 protein 
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content was efficiently decreased (Figure 6a). Over-expression of P AX2 inhibited 

estradiol induced cellular proliferation (Figure 6b), but did not induce the cleavage of 

P ARP (Figure 6c) or increase the number of cells with apoptotic nuclear morphology 

(Figure 6d). It enhanced, on the other hand, estradiol-induced decrease of ERBB2 

protein content (Figure 6a) and cell invasion (Figure 6e), showing that specific delivery 

of PAX in luminal cells exposed to estradiol efficiently reduces their invasive ability. 

Discussion 

Multiple factors influence the metastatic outcome of a cancer, many of them extending 

beyond intrinsic tumour cell properties. Nonetheless, it is now recognized that as a 

group, luminal primary breast tumours have a distinct molecular profile and display 

weak invasive and metastatic behavior [2,3,27,28]. Identifying key molecules and 

mechanisms, which prevent luminal tumours cells from evolving towards an aggressive 

metastatic phenotype, should foster the development of new anti-metastatic strategies. 

The presence of P AX2 in breast tumours has been described many years ago 

[14,16], but the role of the transcription factor in these tumours remained unknown until 

recently, when PAX2 was shown to dictate the response ofluminal breast cancer cells to 

tamoxifen [17]. In the present study, we de scribe a new role for P AX2 in luminal breast 

cancer cells, as a negative regulator of cell invasiveness. Because the majority of breast 

cancer patients bear luminal tumours [29], these new informations have important 

clinical relevance. Further, we provide proof-of-concept for the efficiency of P AX2 

overexpression to decrease cell invasion. We observed that P AX2 overexpression also 

prevented estradiol from inducing the proliferation of luminal breast cancer cells and 

therefore, apart from interfering with the metastatic progression of the disease, 

therapeutic overexpression of P AX2 could induce cytostatic effects in pre-existing 

primary and metastatic breast tumours. A vailable clinical data indeed suggests an 

inverse relationship between P AX2 activity and the proliferation of breast cancer cells 

in vivo: lower PAX2 immunoreactivity can be detected in the nucleus of cells from high 

grade breast tumours compared to low grade tumours [14]. 
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Considering such a key role for P AX2 in the control of luminal breast cancer cell 

invasiveness, understanding the mechanisms regulating its activity is primordial. We 

show here that P AX2 protein is activated by estradiol, in breast cancer cells of the 

luminal subtype only, in agreement with clinical data showing preferential activation of 

PAX2 in tumours of the luminal subgroup in vivo [14,15]. ERa is required for estradiol 

to indu ce P AX2 activation; it is also required for estradiol to decrease ERBB2 

expression and cellular invasion, in agreement with previous studies showing that 

antagonizing ERa increases the invasiveness of MCF -7 cells [30]. It is worth noting that 

in luminal breast cancer cells, exposure to estradiol has no impact on total P AX2 mRNA 

and pro~ein levels; in addition, total levels of P AX2 protein are comparable in luminal 

versus non-Iuminal breast cancer cells in vitro , similar to clinical data showing the 

presence ofPAX2 in luminal as weIl as non-Iuminal tumours in vivo [14,15]. Therefore, 

transcription would not be a major level of regulation for P AX2 in breast cancer cells, 

compared to post-translational modification of the protein. Finally, we have identified a 

first negative regulator of P AX2 activity in luminal breast cancer cells, IGF -1. The 

inhibition of anti-invasive factors such as P AX2 may contribute to the pro-invasive and 

pro-metastatic effects oflGF-1 in breast cancer cells [25]. 

Results from prevlOus reports indirectly suggested that exposure to estradiol 

negatively regulates breast cancer cell invasion: overexpression of ERa in non-Iuminal 

breast cancer cells decrease their invasive ability [31] and conversely, exposure to 

anti-oestrogens such as tamoxifen can increase the invasive ability of ERa+ breast 

cancer cells [32]. Indeed, although the main effect attributed to tamoxifen is growth 

inhibition, it has also been shown to induce an invasive phenotype in breast cancer cells, 

notably by inducing the expression of matrix metalloproteinases as described in 

cultivated MCF-7 cells [33] . The results from the present study now directly 

demonstrate that exposure to estradiol has an opposite effect to tamoxifen and inhibits 

the invasion of breast cancer cells, at least for those of the luminal subtype. It may 

appear contradictory that estradiol, which initially promotes the development of luminal 

(estrogen-responsive) breast tumours by increasing the proliferation of breast epithelial 

cells [34,35] , would later repress the invasion and metastasis of established luminal 
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tumour cells. However, available clinical data supports this paradigm. It was reported, 

for example, that women using hormone replacement therapy (HR T) had an increased 

risk of developing breast cancer, but those who did develop a breast cancer presented 

with more localized tumours and had a more favorable prognosis than women who did 

not use HRT [32] . AIso, in patients with ERa+ breast tumours presenting with 

metastasis, administration of estradiol pills induced clinical benefits: most patients had 

longer progression free survival [36]. In the light of the present work, it is likely that 

P AX2 activation and downregulation of ERBB2 expression directly contributes to these 

beneficial effects of estradiol. 

Conclusion 

Identifying PAX2 as a natural barrier against invasion (and possibly, metastasis) in 

ERa+/luminal breast cancer cells, and showing that overexpression of PAX2, when it is 

followed by its activation; is sufficient to reduce cellular invasiveness of luminal breast 

cancer cells, is of clinical relevance considering that the majority of patients with breast 

canc~r present with aluminai tumour and that metastasis is the main cause of death in 

breast cancer patients. It also has the potential to be extended to non-Iuminal tumours, 

even though estrogen signaling is disrupted in ERa-tumour cells. Indeed, the 

mechanisms underlying ERa downregulation in non-Iuminal breast cancer cells have 

already been scrutinized and several promising strategies to restore ERa expression are 

currently under evaluation (reviewed in [36,37]). Therefore, we can realistically envision 

future combination therapies, designed to re-express ERa and to overexpress P AX2 at 

the same time in non-Iuminal breast cancer cells, capable of efficiently interfering with 

progression of the disease towards metastasis. 
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Methods 

Celllines and reagents 

Human breast carcinoma cell lines (ERu-positive MCF-7 and ZR-75-1 cells and 

Era-negative MDA-MB-231 and HS578T cells) were generously provided by 

Dr Eric Asselin (University of Quebec in Trois-Rivières, QC, Canada), who had initially 

purchased the cell lines from ATCC. Ali cell lines were routinely maintained in 

RPMI-1640 medium containing 50 ~g/ml gentamycin, and supplemented with bovine 

growth serum (10% for MCF-7 cells and 5% for MDA-MB-231 and HS578T cells) or 

fetal bovine serum (10% for ZR-75-1 cells). Ali antibodies were from Celi Signaling 

Technology (Beverly, MA, USA) except for HRP-conjugated goat anti-rabbit secondary 

antibody (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ONT, Canada), ERu (Ab-16 from 

Neomarkers, Thermo Fisher Scientific, Fremont, CA, USA), PAX2 (sc-130387 from 

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) and phospho-PAX2 (71-6000 from 

Invitrogen, Burlington, ONT, Canada) antibodies. Estradiol and recombinant human 

· IGF-1 were purchased from Sigma-Aldrich (Oakvilie, ONT, Canada) and ERu 

antagonist ICI 182780 was purchased from Cedarlane Laboratories (Burlington, ONT, 

Canada). 

Cell treatments 

Before treatments with estradiol, cells were progressively adapted to medium depleted 

of growth factors, steroid hormones, and estradiol-mimicking molecules such as phenol 

red. Specifically, cells were seeded in 6-well plates (1 x 106 cells per well for MCF-7 

and HS578T cells, and 3 x 106 cells per well for ZR-75-1 and MDA-MB-231 cells) and 

allowed to adhere and proliferate in standard medium containing serum for 72 h. They 

were washed twice with PBS and incubated for 24 h in RPMI-1640 without phenol red 

containing 2% dextran-charcoal treated fetal bovine serum. Finally, cells were washed 

and incubated for 24 h in RPMI -1640 without phenol red or serum. Then, cells were 

treated with estradiol (10 nM or as indicated), or with vehicle (dimethylformamide), in 

RPMI-1640 without phenol red. When needed, they were pre-treated with 1 ~M ICI 282 
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780 or with vehicle (DMSO) for 1 h before estradiol treatment. In all cases, adherent and 

floating cells were collected at the end of the treatment. 

Western blots analysis 

Treated cells were disrupted ln cold RlP A buffer containing protease inhibitors 

(Complete™ from Roche, Laval, Quebec, Canada), followed by three freeze-thaw 

cycles. Equal amounts of cell lysates were separated onto 10% polyacrylamide gels and 

then transferred onto nitrocellulose membranes (Bio-Rad). The membranes were probed 

with primary antibody overnight at 4 oC and incubated with horseradish 

peroxidase-conjugated secondary anti-body for 45 min. Detection was performed using 

Super-Signal West Femto substrate (Pierce, Arlington Heights, IL, USA), as described 

by the manufacturer. 

Immunofluorescence analysis 

Cells were grown on glass coverslips before they were treated as described above. 

Treated cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 10 min, washed twice in 

phosphate buffered saline (PBS) and permeabilized or 10 min in citrate solution (0.1 % 

sodium citrate, 0.1 % Triton X-l 00 in PBS) at room temperature. They were incubated at 

room temperature for 1 h with primary antibody (P AX2, #71-6000 from Invitrogen, 

diluted 1120 in PBS), then for 30 min at room temperature and in the dark with 

secondary antibody (Alexa Fluor 488-conjugated donkey anti-rabbit IgG antibody, 

A-21206 from Invitrogen, diluted 1/200 in PBS). Cell nuclei were counterstained with 

0.25 mg/mL Hoechst dye (Sigma) for 3 min, before coverslips were added onto cells. 

Stained cells were visualized under a fluorescence microscope. 

RT-PCR analysis ofPAX2 expression 

Total RNA was isolated from treated MCF-7 cells using Trizol Reagent (Invitrogen, 

Burlington, ON, Canada) according to manufacturer' s instructions. First strand cDNA 
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was synthesized from 0.4 ~g RNA using MMLV reverse transcriptase (Invitrogen). 

Primers for PCR amplification of PAX2 were 5' -GTACTACGAGA 

CCGGCAGCATC-3' (sense) and 5'- CGTTTCCTCTT CTCACCATTGG-3 ' (antisense) 

and primers for amplification of GAPDH were 5' -gtcagtggtggacctgacct-3' (sense) and 

5' -tgagcttgacaaagtggtcg-3 ' (antisense). PCR reactions were conducted in a Ml Research 

Thermal cycler (model PTC-lOO), using the following parameters: 30 sec. at 94°C, 30 

sec. at 58°C, and 1 min. at 72°C, for 35 cycles (P AX2) or 25 cycles (GAPDH). The 

reaction mixtures were size-separated on an agarose gel and visualized usmg 

SYBR-SafeTM (Invitrogen) staining upon ultraviolet transillumination. 

Subcellular fractionation 

NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagent (Thermo Fisher Scientific) was 

used according to the manufacturer' s instructions. 

Matrigel invasion assay 

The invasive properties of treated cells were measured using Matrigel-coated Transwell 

inserts (Co star, Coming, NY, USA). Briefly, inserts with 8-~m pore size were coated 

with 2 mg/ml Matrigel (VWR, Mississauga, ON, Canada), and treated cells were 

collected, washed, and resuspended in respective basal medium without serum or phenol 

red. The lower chambers were filled with 600 ~l of respective culture medium, and 

2 x 105 cells were added to the upper cham ber inserts. The plates were incubated for 

72 h at 37~C. After this incubation period, invasive cells had crossed the porous barrier 

and reached the lower compartment (as previously reported by others [38,39]). Medium 

filling the lower chamber was collected, and invasive cells were recovered by 

centrifugation (1 min at 6,000 x g) before they were resuspended in 30 ~l of PBS and 

counted using a hemocytometer. A percentage of cell invasion was ca1culated from the 

ratio of total number of cells recovered from the lower compartment to the total number 

of cells initially loaded in the upper compartment. To obtain the pictures presented in A, 

Matrigel was removed/ wiped away from the filters after 24 h incubation, and cells 

http://www.rapport-gratuit.com/
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having reached the filters at this time point were fixed with cold methanol and stained 

with Hoechst 33258 dye (Sigma). Pictures were taken under a fluorescence microscope 

(magnification: 100x ) . 

Transfection with vectors encoding P AX2 shRNAs or cDNA 

MCF -7 cells were seeded in 6-well plates at the required density to reach approximately 

60% confluency after 24 h. The day of transfection, PAX2 shRNA constructs or P AX2 

cDNA constructs were added to cells using a ratio of 3.6 )lL Fugene:1.2 )lg DNAlweil. 

Transfection reagent alone was also separately added as a control treatment, using the 

same dilution as described above. After 8 h-transfection, medium was replaced and 

plates were incubated for 40 additional ho urs (total: 48 h) at 37°C before cells were used 

for subsequent treatment with estradiol. PAX2 shRNA constructs were: 5' - GAG

GAAACGTGATGAAGAT-3 ' for PAX2 shRNA #600; 5' -CCCAGCAGCAGCTGGAA 

GC-3 ' for PAX2 shRNA #701 ; 5' -GCAATGACGCAGGTGACCA-3 ' for control (Ctl) 

shRNA (scrambled sequence from PAX2 shRNA #600). AlI shRNAs were inserted into 

pSilencer 1.0-U6 vector; the constructs were a kind gift from Dr Yoshiko Takahashi, 

Nara Institute of Science and Technology, Nara, JAPAN. The PAX2 cDNA constructs 

were: human PAX2 cDNA in pcDNA3.l vector, or empty vector as a control. The 

constructs were a kind gift from Dr Paul Goodyer, McGilI University, Montréal, Qc, 

CANADA. 

MTT proliferation assay 

Cells were transfected with P AX2 cDNA or shRNA constructs as described above, with 

the exception that the incubation following 8-h transfection period was 24 h instead of 

48 h. They were then trypsinized, counted and plated in 96-well plates at a density of 

1 x 104 cells per welI, and incubated for an additional 24 h-period at 37°C, after which 

they reached 80% confluence. Estradiol was added to selected wells at the concentration 

of 10 nM in 100 )lI culture medium (total time between initial transfection and estradiol 

treatment: 48 h), and plates were incubated for indicated times at 37°C. MTT reagent 
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(3-( 4,5-Dimethyl-2-thiazolyl~, Sigma) was added to the wells (10 f..ll of a 0.5% solution 

in PBS) 3.5 h before the end of the incubation period, and conversion of yellow 

tetrazolium salt to blue thiazol crystals by metabolically active cells was stopped by 

adding 100 f..ll of a 10% sodium dodecyl sulfate, 0.1 % HCI solution to each weIl. Plates 

were incubated ovemight at 37°C to allow complete solubilization of thiazol crystals, 

and intensity of blue emission in each weIl was measured using FluoStar multiwell plate 

reader (BMG Laboratories, Durham, NC). Percentage of proliferating cells was 

calculated as the ratio of optical densities of estradiol-treated to control-treated cells. 

Determination of apoptosis using Hoechst nuclear staining 

Treated cells were collected, washed twice in PBS, resuspended at an approximate 

density of 2 x 105 ceIls/ml in PBS containing 1 f..lg/ml Hoechst 33258 (Sigma) and 2% 

formalin and incubated for 24 h at 4 oC, before blind cell counts of apoptotic cells was 

carried out under a fluorescence microscope. At least 200 cells were counted for each 

sample, and a percentage of apoptotic cells was calculated as the ratio of apoptotic cells 

(with characteristic apoptotic morphology such as nuclear shrinkage and condensation) 

to total cell count. 

Statistical analyses 

Data were subjected to one-way ANOVA (PRISM soft- ware version 3.03 ; GraphPad, 

San Diego, CA, USA). Differences bt:;tween cell groups were determined by the Tukey's 

test. Statistical significance was accepted when P < 0.05. 

List of Abbreviations 

231: MDA-MB-231 ; ER: estrogen receptor; ERa: estrogen receptor alpha; ERBB2: 

erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2; GPR30: G protein-coupled 

receptor 30; IGF-l: insulin-like growth factor 1; MAPK: mitogen-activated prote in 
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kinase; PARP: poly(ADP-ribose) polymerase; PAX2: paired box 2; PI3-K: phosphatidyl 

inositol 3-kinase. 
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Figure legends 

Figure 1. P AX2 is activated in breast cancer cell Hnes of the luminal subtype 

selectively. Breast cancer celIlines of the luminal subtype (MCF-7 and ZR75-1) and the 

basal subtype (MDA-MB-231 (231) and HS578T) were cultivated in their standard 

growth medium, containing growth factors, steroid hormones and estradiol-mimicking 

molecules such as phenol red. A) Total levels of P AX2 protein, the extent of 

phosphorylation of PAX2 on ser393 residue, and ERBB2 protein content were 

determined using western blot. GAPDH was used as a control to normalize for protein 

content. Results are representative of three independent experiments. B) Densitometric 

analysis of the results presented in A. Values are mean +/-SD of three independent 

experiments. Different subscript letters indicate statistically significant difference. 

Figure 2. P AX2 is activated by estradiol in breast cancer cells of the lu minai 

subtype selectively. Breast cancer cells were cultivated in a steroid- and serum-depleted 

growth medium, before they were treated with estradiol. A) MCF -7 cells were treated 

for the indicated time periods with 10 nM estradiol and total levels of P AX2 prote in, the 

extent of phosphorylation of PAX2 on ser393 residue, and ERBB2 protein levels were 

determined using western blot. GAPDH was used as a control to normalize for prote in 

content. B) MCF-7 cells were treated with 10 nM estradiol for Ih and subcellular 

localization of P AX2 was determined using immunofluorescence. Hoescht dye was used 

to visualize cell nuclei. Magnification: 400X. C) MCF -7 cells were treated with 10 nM 

estradiol for 1 h and subcellular fractionation was performed, followed by western blot 

analysis of P AX2 protein. ERa was used as a positive control for estradiol-induced 

nuclear import, P ARP was used as a marker of nuclear fraction (N) purity, and GAPDH 

was used as a marker of cytosolic fraction (C) purity. D) Non-Iuminal breast cancer cell 

lines MDA-MB-231 (231) and HS578T were treated with the indicated doses of 

estradiol. Following 30 min-treatment with estradiol, the extent of phosphorylation of 

P AX2 on ser393 residue and total levels of P AX2 protein were determined, whereas 

following 24 h-treatment with estradiol, totallevels of ERBB2 protein were determined, 

using western blot. GAPDH was used as a control to normalize for protein content. AlI 

results are representative of three independent experiments. 
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Figure 3. Estradiol negatively regulates P AX2 activity and invasion in an 

ERa-dependent manner in MCF -7 ceUs. A) MCF -7 cells were cultivated in a steroid

and serum-depleted growth medium and treated with 10 nM estradiol for 24 h before 

the y were subjected to Matrigel invasion assay. Results are mean +/-SD of three 

independent experiments. *statistically significant difference. B-D) MCF-7 cells were 

cultivated in a steroid- and serum-depleted growth medium and pretreated with ERa 

antagonist ICI 182780 (1 !lM) for lh before they were treated with 10 nM estradiol. 

(B) Following 24 h treatment with estradiol, total prote in content ofERBB2, and ofERa 

as a marker of ICI 182780 efficiency, were determined using western blot. OAPDH was 

used as a control to normalize for protein content. Results are representative of three 

independent experiments. (C) Following 30 min-treatrnent with estradiol, the extent of 

phosphorylation of P AX2 on ser393 residue and total levels of P AX2 prote in were 

determined, using western blot. OAPDH was used as a control to normalize for protein 

content. Results are representative ofthree independent experiments. (D) Following 24 h 

treatment with estradiol, cell invasion was determined using Matrigel invasion assay. 

Results are mean +/-SD of three independent experiments. Different subscript letters 

indicate statistically significant difference. E) Based on data presented in C, the ratio of 

the invasion of estradiol-treated to vehicle-treated cells was compared between cells 

pretreated with ICI 182780 and vehicle pre-treated cells. *statistically significant 

difference. 

Figure 4. IGF -1 antagonizes estradiol-induced activation of P AX2 in luminal breast 

cancer ceUs. MCF-7 cells were cultivated in a steroid- and serum-depleted growth 

medium and treated with 10 nM estradiol and/or 30 ng/mL lOF-l , as indicated. 

A) Following 30 min-treatment with estradiol and/or lOF-l , the extent of 

phosphorylation of PAX2 on ser393 residue and total levels of PAX2 protein were 

determined using western blot. OAPDH was used as a control to normalize for protein 

content. Results are representative of three independent experiments. B) Following 

24 h-treatment with estradiol and/or lOF -1 , total levels of ERBB2 protein were 

determined, using western blot. OAPDH was used as a control to normalize for prote in 

content. Results are representative of three independent experiments. C) Following 
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24 h-treatment with estradiol and/or IGF-I , cells were subjected to Matrigel invasion 

assay. Values are mean +/- SD of three independent experiments. Different subscript 

letters indicate statistically significant difference. 

Figure 5. Knockdown of P AX2 abrogates estradiol-induced decrease of cell 

invasion in luminal breast cancer ceUs. MCF-7 cells were cultivated in a steroid- and 

serum depleted growth medium, transfected with PAX2 shRNAs, control shRNA (Ctl: 

scrambled sequence from PAX2 shRNA #600) or transfection reagent only (None) for 

24 h and then treated with 10 nM estradiol. A) Following 30 min-treatment with 

estradiol, the extent of phosphorylation of PAX2 on ser393 residue and total levels of 

P AX2 protein were deterrnined using western blot. GAPDH was used as a control to 

norrnalize for protein content. Results are representative of three independent 

experiments. B) following 24 h-treatment with estradiol, total levels of ERBB2 prote in 

were deterrnined, using western blot. GAPDH was used as a control to norrnalize for 

protein content. Results are representative of three independent experiments. 

C) Following treatment with estradiol for the indicated times, cell proliferation was 

deterrnined, using MTT assay. Results are mean +/- SD of four independent 

experiments. Different subscript letters indicate statistically significant difference. 

D) Following treatment with estradiol for the indicated times, the presence of cleaved 

fragments of P ARP was assessed using western blot. Positive control for P ARP cleavage 

was MCF -7 cells treated with 1 0 ~M cisplatin for 24 h. Results are representative of 

three independent experiments. E) Following 24 h-treatrnent with estradiol, cell nuclei 

were stained with Hoechst dye and number of apoptotic cells was determined under a 

fluorescent microscope. Results are mean +/-SD of three independent experiments. 

F) Following 24 h-treatment with estradiol, cells were subjected to Matrigel invasion 

assay. Values are mean +/-SD of three independent experiments. Different subscript 

letters indicate statistically significant difference. 



60 

Figure 6. Overexpression of P AX2 enhances estradiol-induced decrease of cell 

invasion in luminal breast cancer cells. MCF-7 cells were cultivated in a steroid- and 

serum-depleted growth medium, transfected with P AX2 cDNA or empty vector and then 

treated with 10 nM estradiol. A) Following 30 min-treatment with estradiol, the extent of 

phosphorylation of P AX2 on ser393 residue and total levels of PAX2 prote in were 

determined (se: short exposition time, to ensure comparable levels of exogenous P AX2 

protein between P AX2-transfected cells treated with estradiol or not; le: long exposure 

time, to detect endogenous PAX2 prote in in empty vector-transfected cells), whereas 

following 24 h-treatment with estradiol, totallevels of ERBB2 prote in were determined, 

using western blot. GAPDH was used as a control to normalize for protein content. 

Results are representative of three independent experiments. B) Following treatment 

with estradiol for the indicated times, cell proliferation was determined, using MTT 

assay. Results are mean +/- SD of four independent experiments. *statistically 

significant difference. C) Following treatment with estradiol for the indicated times, the 

presence of cleaved fragments of P ARP was assessed using western blot. Positive 

control for P ARP cleavage was MCF -7 cells treated with 1 O~M cisplatin for 24 h. 

Results are representative of three independent experiments. D) Following 

24 h-treatment with estradiol, cell nuclei were stained with Hoechst dye and number of 

apoptotic cells was determined under a fluorescent microscope. Results are mean +/-SD 

ofthree independent experiments. E) Following 24 h-treatment with estradiol, cells were 

subjected to Matrigel invasion assay. Values are mean +/-SD of three independent 

experiments. *statistically significant difference. 
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CHAPITRE III 

RÉGULATION DE PAX2 PAR L'EGF ET L'HYPOXIE DANS 
LES CELLULES DU CANCER DU SEIN LUMINALES 

3.1 L'influence de l'exposition à l'EGF sur l'expression et l'activité de P AX2 
dans les cellules cancéreuses luminales 

Nous avons d'abord vérifié si comme l' estradiol, l'EGF pouvait rapidement 

moduler l' état d' activation de PAX2, en mesurant le niveau de phosphorylation de 

PAX2 sur sérine 393 après de courtes expositions des cellules MCF-7 à l'EGF. Les 

résultats présentés à la figure 3.1 montrent que la phosphory lation de P AX2 est 

demeurée inchangée lorsque normalisée sur la quantité totale de la protéine P AX2 

(Figure 3.lA), ce qUI indique que l'EGF n'affecte pas directement la 

phosphorylationlactivation de P AX2 dans ces cellules. Par ailleurs, nous avons observé 

que la quantité totale de la protéine P AX2, lorsque normalisée sur un gène de référence 

tel que la ~-tubuline, diminuait significativement en réponse à un court traitement de 

30 minutes d'EGF (Figure 3.1B). 

Par la suite, nous avons investigué l'impact d'une plus longue exposition à 

l' estradiol sur la quantité de P AX2 et son activité dans les cellules MCF -7. Nos résultats 

montrent qu'une exposition de 24h à l'EGF augmente significativement la quantité 

totale de la protéine P AX2 dans ces cellules (Figure 3.2A); de plus, la quantité totale 

d'ERBB2, dont PAX2 réprime l'expression dans les MCF-7, diminue significativement 

dans ces conditions, ce qui suggère fortement que l' augmentation de la quantité totale de 

P AX2 est accompagnée d'une augmentation de son activité. 

Afin d' identifier quelle(s) voie(s) de signalisation activée(s) par l'EGF étaient 

impliquées dans la régulation li la hausse de la quantité de P AX2 dans les cellules 

MCF-7, nous avons d' abord investi gué le niveau d' activation des principales voies 
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intracellulaires en réponse à un court traitement avec l'EGF dans ces cellules. Nos 

résultats montrent que la phosphorylation de ERK, lorsque normalisée sur la quantité 

totale de protéine ERK dans la cellul~.\ est significativement augmentée dès cinq minutes 

de traitement avec l'EGF (Figure 3.3A), ce qui indique que la voie de ERK est 

rapidement activée par l'EGF dans nos conditions expérimentales. À l' inverse, 

l'exposition à l'EGF ne modifie pas significativement la phosphorylation de JNK 

(Figure 3.3B) ou d' AKT (Figure 3.3C), ce qui indique que ces deux voies ne sont pas 

directement activées par l'EGF dans notre modèle de travail. Enfin, nous avons effectué 

une expérience préliminaire où l' impact de l'EGF sur l'activation de la voie de la PKA a 

été mesuré: lors de cette tentative unique, la phosphorylation de CREB, un marqueur de 

cette voie de signalisation, semblait diminuée lorsque normalisée sur le gène de 

référence ~-tubuline (Figure 3.3D). Bien entendu cette expérience devra être répétée et 

la normalisation effectuée sur la quantité totale de CREB avant qu' une conclusion puisse 

être tirée. Collectivement, ces résultats indiquent que dans les cellules luminales MCF -7, 

une courte exposition à l'EGF est suffisante pour activer la voie de ERK, mais pas celles 

de JNK et d'AKT. Ainsi, la voie de ERK est la meilleure candidate pour entreprendre 

une future investigation des voies de SIgnalisation médiant l'effet de l'EGF dans notre 

modèle expérimental. 

3.2 La régulation de P AX2 dans des conditions qui miment l'hypoxie 

Nous avons également étudié la régulation de l' expression de PAX2 dans des 

conditions mimant l' hypoxie c'est-à-dire, après traitement des cellules avec un agent 

capable d'induire des conditions intracellulaires mimant l'hypoxie, le chlorure de cobalt 

(CoCh). Ce dernier induit l'accumulation de HIF -1 a caractéristique de l 'hypoxie, selon 

un modèle déjà bien établi 171. Dans les conditions normoxiques, HIF -1 a est ubiquitiné et 

dégradé 172
. Par contre, lorsque qu' il y a présence de stabilisateur de HIF-1a comme ROS 

(stress oxydatif par des facteurs exogènes habituellement UV), HIF-1a est stabilisé et 

s'accumule, ce qui créer un environnement pauvre en oxygène. D'abord, une dose

réponse nous a permis de déterminer que la concentration suffisante de CoCh pour 

induire une accumulation détectable de HIF-1a était de 100 flM (Figure 3.4). Nous 
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avons observé que la dose de 300 /-lM induisait une accumulation de HIF -1 a encore 

supérieure à celle obtenue à la dose de 100 /-lM (Figure 3.4). Toutefois, à cette 

concentration le CoCb induisait une perte de la morphologie et de l' adhésion cellulaire 

dans les puits de culture et c' est donc la dose de 100 /-lM qui a été choisie pour le reste 

de notre travail. 

Ensuite, nous avons mesuré l'impact de cette condition hypoxique sur l' expression 

de PAX2 et son activité dans les cellules cancéreuses MCF-7. Les résultats présentés à la 

figure 3.5 montrent qu'en réponse à un traitement de 24h avec du CoCl2 induisant 

efficacement l'accumulation de HIF -1 a (Figure 3.5A), la quantité totale de la protéine 

P AX2 a diminué significativement (Figure 3.5A et B) et celle de ERBB2, dont elle 

régule négativement l'expression, a augmenté significativement (Figure 3.5A et C). Ces 

résultats indiquent que des variations dans la signalisation intracellulaire mimant celles 

associées à l'induction de l' hypoxie modulent la quantité de P AX2 ainsi que son activité 

dans les cellules MCF-7 : ceci suggère fortement que l'induction de l'hypoxie régule 

l'expression de P AX2 dans les cellules du cancer du sein luminales, mais de façon à 

réduire son activité et non l' augmenter. Ainsi, l'hypothèse selon laquelle P AX2 jouerait 

dans les cellules du cancer du sein luminales un rôle pro-tumorigénique ou 

pro-métastatique est très peu probable. 
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PAX2 n'est pas activée dans les cellules du cancer du sein MCF-7 en 
réponse à un court traitement avec l'EGF. 
Les cellules du cancer du sein luminales MCF-7 étaient d'abord 
maintenues dans du milieu contenant du rouge de phénol (ce dernier 
entraîne des effets oestrogéniques, car il lie le récepteur alpha à 
l'œstrogène et l'active I73

,174) ainsi que du sérum avec ses multiples 
facteurs de croissance. Avant qu'elles ne soient traitées avec le facteur de 
croissance EGF (50 ng/ml), ce milieu de culture a été remplacé par un 
autre milieu, sans rouge de phénol ni sérum, pendant 48h. Enfin, de 
l'EGF a été ajouté au milieu pour les durées indiquées (5,15 ou 30 min). 
Des tests d' imunobuvardage de type Western ont été effectués avec un 
anticorps reconnaissant spécifiquement P AX2, un autre reconnaissant 
seulement la forme de la protéine qui est phosphorylée sur sérine-393 (la 
forme active de P AX2) ou encore, un dernier reconnaissant la protéine 
p-tubuline (P-tub) pour fin de contrôle de chargement. A) La 
phosphorylation de P AX2 sur ser393 a été mesurée et normalisée sur la 
protéine totale. Les résultats sont une moyenne plus écart-type de cinq 
expériences indépendantes. B) Les concentrations totales de la protéine 
P AX2 ont été mesurées et la p-tubuline a été utilisée comme contrôle 
pour normaliser la teneur en protéines. Les résultats sont une moyenne 
plus écart-type de trois expériences indépendantes. 
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Un traitement de plus longue durée avec l'EGF augmente la quantité 
totale de la protéine PAX2 et diminue l'expression du gène que PAX2 
réprime. 
Les cellules MCF-7 ont été préparées puis traitées avec l'EGF de la même 
manière qu'en 3.1, puis traitées avec l'EGF (50 ng/ml) pour une plus 
longue période (24 h). Des tests d' immunobuvardage de type Western ont 
été effectués. A) La quantité de la protéine P AX2 a été mesurée et la 
p-tubuline a été utilisée comme contrôle pour normaliser la teneur en 
protéines. B) La quantité de la protéine ERBB2 (dont l' expression est 
réprimée par PAX2 dans ces cellules) a été mesurée et la p-tubuline a été 
utilisée comme contrôle pour normaliser la teneur en protéines. Les 
résultats sont une moyenne plus écart-type de trois expériences 
indépendantes. 
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La voie de ERK est activée en réponse à un court traitement à l'EGF. 
Les cellules MCF -7 ont été préparées puis traitées avec l'EGF de la même 
manière qu'en 3.1. A) La phosphorylation de ERK a été mesurée et 
normalisée sur la quantité totale de la protéine. Les résultats sont une 
moyenne plus écart-type de cinq expériences indépendantes. B) La 
phosphorylation de JNK a été mesurée et normalisée sur la quantité totale 
de la protéine. Les résultats sont une moyenne plus écart-type de trois 
expériences indépendantes. C) La phosphorylation d' AKT a été mesurée 
et normalisée sur la quantité totale de la protéine. Les résultats sont une 
moyenne plus écart-type de trois expériences indépendantes. D) La 
phosphorylation de CREB a été mesurée et normalisée sur la p-tubuline. 
Cette expérience n' a été effectuée qu'une seule fois. 
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Détermination de la concentration optimale de chlorure de cobalt à 
utiliser pour mimer l'hypoxie dans les cellules MCF-7. 
Les cellules MCF -7 ont été préparées comme à la figure 3.1 , puis traitées 
avec des concentrations croissantes de chlorure de cobalt (CoCh) ou 
d'H2ü pendant 24h. Des immunobuvardages de type Western ont été 
effectués pour déterminer quelle concentration de Co Ch était optimale 
pour induire l' accumulation de HIF-1a dans les cellules, cette 
accumulation étant un marqueur de la modification des cellules en 
réponse à 1 'hypoxie. La p-tubuline a été utilisée comme contrôle pour 
normaliser la teneur en protéines. Les résultats sont une moyenne avec 
écart-type de trois expériences indépendantes. 
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L'hypoxie dans les cellules du cancer du sein MCF -7. 
Les cellules du cancer du sein luminales MCF -7 ont été préparées comme 
en 3.1. A) Les cellules ont été traitées avec 100llM de CoCh ou un 
traitement contrôle (H20) pendant 24H. L'expression de PAX2 et de 
ERBB2 a été mesurée et celles de HIF -1 a et de p-tubuline ont été 
utilisées comme contrôle pour valider le modèle hypoxique et pour 
normaliser la teneur en protéines, respectivement. Les résultats sont 
représentatifs de trois expenences indépendantes. B) Analyse 
densitométrique de la protéine P AX2 dans les immunobuvardages liés à 
l ' expérience présentée en A. La P-tubuline a été utilisée comme contrôle 
pour normaliser la teneur en protéines. Les résultats sont une moyenne 
plus écart-type de trois expériences indépendantes. C) Analyse 
densitométrique de la protéine ERBB2 dans les immunobuvardages liés à 
l ' expérience présentée en A. La P-tubuline a été utilisée comme contrôle 
pour normaliser la teneur en protéines. Les résultats sont une moyenne 
plus écart-type de trois expériences indépendantes. 



CHAPITRE IV 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

4.1 Survol des principaux résultats de ma recherche et de leur signification 

Le rôle des facteurs de transcription PAX dans la pathologie du cancer demeure 

peu connu pour l'instant, mais des indications émergentes suggèrent que certains d'entre 

eux pourraient avoir une fonction centrale dans ce processus. L'intérêt marqué pour les 

PAX réside dans deux concepts clés: 1) ceux qui sont reliés au processus cancéreux ne 

le sont pas de la même façon selon le site du cancer; 2) le rôle qu'un facteur PAX donné 

peut jouer dans le processus d' initiation d'un cancer peut différer de celui qu' il joue 

dans la progression de la maladie par la suite. Puisque les facteurs PAX sont soupçonnés 

de jouer des rôles aussi variés et importants dans le processus cancéreux, il importe 

d'étudier en profondeur la régulation de leur fonction et de leur activité dans les 

différents types de tumeurs. Les travaux de ma maîtrise ont été dédiés à l' étude de la 

régulation de l' expression et de l'activité de PAX2 spécifiquement, dans les cellules du 

cancer du sein. 

J'ai ainsi participé à l'investigation de la régulation de l'expression et de l'activité 

de PAX2 en réponse à l'estradiol (E2) et à l'EGF; deux facteurs solubles qui sont déjà 

bien connus pour leur rôle dans le développement des tissus . mammaires sains, mais 

aussi de certains types de cancers du sein. Au cours de cette étude, d'autres membres de 

l'équipe du Dre Van Themsche ont découvert que PAX2 était nécessaire au maintien 

d'une faible activité invasive des cellules du cancer du sein luminales et donc, que son 

activité dictait la capacité invasive (et potentiellement la capacité métastatique) de ces 

cellules. Étant donné le lien que nous venions d'établir entre P AX2 et 

l'invasivité/métastasie des cellules du cancer du sein, et considérant que plusieurs 

facteurs contrôlant les processus d' invasion et de métastasie des cellules cancéreuses 
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sont régulés différemment lorsque la disponibilité de l'oxygène dans le milieu ambiant 

diminue, j'ai enfin examiné la régulation possible de P AX2 lorsque les cellules du 

cancer du sein étaient cultivées dans des conditions mimant un état d'hypoxie. 

L'exposition des cellules mammaires saines à l'estradiol est un facteur de risque 

important pour l'initiation des cancers du sein luminaux. Toutefois, le rôle de l'estradiol 

dans la progression de ces cancers est moins bien connu. Notre étude a démontré que 

dans les cellules luminales MCF-7, qui sont déjà cancéreuses et dont la capacité invasive 

est reconnue pour être faible72
, l'activation du récepteur à l'œstrogène ERa par l'estradiol 

augmentait le niveau de phosphorylation de P AX2 sur sérine 393 (un marqueur de son 

activation) et entraînait une diminution de l'expression du gène pro-invasif ERBBi 63
. 

Un lien causal a ainsi pu être établi entre l'exposition à l'estradiol et le maintien d'un 

phénotype faiblement invasif dans ces cellules déjà cancéreuses, et nous avons montré 

pour la première fois que ce phénomène impliquait P AX2 163. 

Il a déjà été déterminé que l'EGF a un· impact pro-tumoral et pro-invasif dans les 

cellules du cancer du sein, d'une manière MAPK- et PI3K dépendante72,175.177. De plus, 

plusieurs études documentent une augmentation de l'expression de PAX2 en réponse à 

l'EGF, même si cet aspect n'a pas encore été vérifié dans le contexte cancéreux 142,178. 

Puisque nous avons trouvé que PAX2 jouait à l'inverse un rôle anti-invasif dans les 

cellules du cancer du sein (du moins, les cellules luminales parce qu'il n'est tout 

simplement pas activé dans les cellules du cancer du sein non-Iuminales I63), nous avons 

posé comme hypothèse que si l'EGF augmente l' invasivité des cellules du cancer du 

sein, alors il ne devrait pas y augmenter l'expression ou l'activité de P AX2 

contrairement à d'autres types de cellules (saines en l'occurrence)142,178. Toutefois, notre 

hypothèse ne s'est pas avérée et nos expérimentations ont montré que l'exposition à 

l'EGF, même si elle n'affectait pas l'état d'activation de PAX2, augmentait son 

expression dans la lignée luminale MCF -7. De plus, en accord avec cette augmentation 

de la quantité totale de protéines PAX2, la quantité d'ERBB2 diminuait en réponse à 

l'EGF. Ceci suggère que dans les cellules du cancer du sein de type luminal, l'EGF 
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jouerait un rôle protecteur contre l'invasion, à l'inverse de ce qui a été décrit dans 

d'autres sous-types de tumeurs du sein I79
,180. 

En examinant les mécanismes intracellulaires sous-jacents, j'ai trouvé que dans les 

MCF-7, l'EGF activait la voie de ERK et diminuait l'activité de la voie de la PKA, sans 

toutefois modifier celle d'AKT. Ces résultats ont soulevé la possibilité que 

l'augmentation d'expression de PAX2 par l'EGF pouvait être due à l'activation de la voie 

de ERK. L'expérience subséquente impliquant l'inhibition pharmacologique de la voie 

de ERK nous a permis de vérifier cette hypothèse: l'inhibiteur pharmacologique 

PD98059 administré préalablement au traitement avec l'EGF a empêché ce dernier 

d'augmenter l'expression de PAX2. 

Enfin, nous avons tenté de mimer l'effet des conditions hypoxiques retrouvées au 

coeur des tumeurs pour déterminer si la régulation de P AX2 en était affectée et comment 

dans les cellules luminales MCF -7. Généralement, les conditions d 'hypoxie telles qu'on 

les retrouve au centre des tumeurs favorisent l'invasion et la métastasie des cellules 

cancéreuses, incluant les cellules du cancer du sein 181 ,182. Ce processus implique la 

modulation de l'expression de différents facteurs cellulaires par le facteur induit par 

l'hypoxie HIF_Ia I62
. Nous avons mimé ces conditions hypoxiques à l'aide d'un 

traitement au chlorure de cobalt (CoCb) et vérifié que la protéine HIF-I s'accumulait 

dans les MCF-7 tel qu'attendu dans un contexte hypoxique l62
. Nos résultats ont montré 

une diminution de la quantité de la protéine P AX2, associée à une augmentation de la 

quantité d'ERBB2 dans les MCF-7. Ainsi, bien que des facteurs de transcription autres 

que PAX2 puissent réguler l'expression de ERBB2 dans les cellules MCF_750
, 

l'augmentation d'ERBB2 en réponse au CoCb semble s'effectuer de façon 

P AX2-dépendante. Il faudrait maintenant déterminer si dans ces conditions, le niveau 

d'activation de PAX2 est régulé et si oui, de quelle façon, par le CoCb et l'hypoxie. 
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4.2 Régulation négative de l'invasivité des cellules du cancer du sein luminal par 
PAX2 

La première étude à laquelle j ' ai participé dans le cadre de mon mémoire met en 

lumière pour la première fois un rôle pour P AX2 à titre de régulateur négatif de 

l'inv:asion des cellules cancéreuses du sein du sous-type luminal. Ainsi, en présence 

d'estradiol (tel que retrouvé dans les tumeurs du sein des patientes), PAX2 est activé et 

la quantité de la protéine P AX2 est diminuée, en accord avec une étude antérieure 

démontrant que P AX2 agit en tant que répresseur du gène pro-métastatique ERBB2 en se 

liant directement à son promoteur en réponse à l'estradioI5o. De plus, nous avons réussi à 

déterminer que l'activation de PAX2 par l'estradiol conduisant à une diminution de 

l' expression de ERBB2 qans les cellules du cancer du sein s' effectuait de manière 

classe-sélective, c'est-à-dire que cet effet de l' estradiol n'est pas observé dans les 

cellules du cancer du sein des sous-classes non-Iuminales I63
. Ceci est en accord avec le 

fait que ces dernières n'expriment pas ERa ainsi qu' avec notre observation que 

l'activation de PAX2 par l' estradiol était ERa-dépendante I63
. Puisque la grande majorité 

des patientes affligées d'un cancer du sein portent des tumeurs luminales, nos 

observations ont une portée clinique très importante. 

Nos résultats qui montrent que l' estradiol diminue non seulement l' expression de 

ERBB2, mais également l'invasivité des cellules du cancer du sein luminales, font 

émerger un concept encore peu développé selon lequel l' estradiol jouerait un rôle 

protecteur contre l'invasion, et potentiellement contre la métastasie, dans les cellules du 

cancer du sein luminales. Il peut sembler contradictoire d'imaginer que l'exposition des 

cellules tumorales à un agent pro-mitotique, tel que l'estradiol, ait un effet protecteur 

pour la survie des patientes. En effet, il est reconnu que l'estradiol est un facteur 

initiateur du cancer du sein et qu'il augmente le pouvoir de prolifération des cellules 

tumorales79
,183,184 . Cependant, les cancers du sein luminaux sont caractérisés par un 

meilleur pronostic et un meilleur taux de survie après cinq ans et produisent 

généralement des métastases après un délai beaucoup plus prolongé que les tumeurs de 

sous-type n'exprimant pas le récepteur ERa38
. Cela suggère que malgré une activité 
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mitotique élevée des cellules, l' estradiol induit une diminution nette de la capacité 

invasive des cellules et potentiellement, une diminution nette de leur capacité 

métastatique qui serait responsable de l' observation clinique d' une survie plus longue 

des patientes concernées. 

Notre étude qui montre que P AX2 joue un rôle protecteur contre l'invasion des 

cellules du cancer du sein luminales entre aussi en contradiction avec une autre étude, 

qui suggère qu' à l' inverse PAX2 augmente l' invasivité des cellules d'un autre type de 

cancer, le sarcome de Kaposi 185 . Ceci suggère que bien que P AX2 dicterait la capacité 

invasive de plus d'un type de cancer, son effet est cancer-dépendant. Au niveau 

moléculaire, il est possible que le caractère hormono-dépendant (donc l'expression de 

ERa) représente un mécanisme par lequel les cellules du cancer du sein se 

distingueraient de plusieurs autres types de cellules cancéreuses quant à la régulation 

P AX2-dépendante du phénotype invasif. 

Pour l' instant, nous n'avons pas de données qui nous permettent d' entrevoir si 

P AX2 serait impliqué dans l ' effet pro-tumorigénique de l' estradiol dans le tissu 

mammaire. Par contre, nous avons observé que la répression de l' expression de PAX2 

n' influençait pas la prolifération des cellules du cancer du sein luminales l63
, ce qui 

suggère que dans ces cellules, P AX2 ne serait pas un élément central dictant la vitesse 

de prolifération. Dans d' autres tissus, P AX2 semble avoir une fonction pro-oncogénique. 

Ainsi, l' expression de P AX2 serait régulée à la hausse dans plusieurs sous-groupes de 

cancers rénaux comparé au tissu rénal sain l86
. Ensuite, l'expression de PAX2 est 

associée à une augmentation du pouvoir prolifératif du cancer du côlon. À l'intérieur de 

cette tumeur, le facteur de transcription serait à l'origine d'une surexpression de la 

cycline D1 187
. Enfin, la répression de PAX2 au sein de médulloblastome a provoqué un 

effet cytotoxique ce qui suggère que la protéine est aussi impliquée dans la résistance à 

l'apoptose dans ce type de cancer 1 
88 . 
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4.3 La régulation de l'expression et de l'activité de P AX2 dans les cellules 
luminales : l'effet de l'œstrogène 

Deux types de voie de signalisation (Figure 4.1) sont transduites via les récepteurs 

à l'œstrogène: 1) la voie génomique classique et 2) la voie non-génomique. La première, 

qui est aussi la plus lente, implique les récepteurs nucléaires à l ' estradiol (ERa et ERP). 

Après liaison de leur principal ligand, l ' estradiol, ces récepteurs transloquent vers le 

noyau cellulaire où ils se lient à l'ADN au niveau de séquences consensus appelées 

éléments de réponse à l'œstrogène (ERE; Figure 4.1) situées dans le promoteur de leurs 

gènes cibles (Figure 4.1) et modulent, à la hausse ou à la baisse, l'expression de ces 

gènes cibles. Ainsi, ces deux récepteurs à l' estradiol ont un rôle nucléaire, à titre de 

facteurs de transcription (ou de co-régulateurs parce que dans plusieurs cas ils 

s' associent à d'autres facteurs de transcription et facilitent leur activité). 

1 Voie génomique 1 1 Voie non-génomique 1 
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Figure 4.1 Voies de signalisation génomique et non génomique de l'estradiol. 
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La seconde voie de signalisation à l' œstrogène, dite non-génomique, implique des 

récepteurs liés à la membrane plasmique tels que GPER (G protein-coupled estrogen 

receptor 1, décrits dans l' article de revue I89
). Elle est plus rapide que la voie génomique 

et implique divers événements extra-nucléaires, dont plusieurs cascades de 

phosphorylation de protéines d'ancrage ou d'effecteurs (Figure 4 . 1)1 90. Les principales 

voies intracellulaires ainsi activées via GPER sont PI3-KlAKT et MAPK I9 1
,192; 

l'activation de ces voies en aval de GPER peut influencer l' expression génique l93
. Dans 

les cellules du cancer du sein, les deux voies sont activées en réponse à l' estradiol, mais 

plusieurs indications expérimentales indirectes suggèrent que les fonctions de GPER et 

de ERa sont indépendantes : 1) dans les tumeurs du sein et les lignées du cancer du sein 

en culture, l'expression des deux récepteurs est indépendante 194; 2) les agonistes et 

antagonistes de GPER ont permis de révéler des fonctions différentes de celles de 

ERa195
; 3) les phénotypes des souris où l' expression de l' un des deux récepteurs est 

inactivée génétiquement (souris knock-out) sont différents 196-1 98. Au bout du compte 

néanmoins, c' est donc la balance des signaux provenant des voies génomique et 

non-génomique qui détermine quels seront les effets de l' exposition à estradiol, 

probablement d'une manière cellule- et gène-spécifique. À cet égard, nos résultats ont 

montré que la phosphorylation de P AX2 était induite rapidement en réponse à l'estradiol 

chez les MCF -7. Cela suggère que la transduction du signal menant à l'activation de 

PAX2 utilise la voie non-génomique et soulève la possibilité d'un rôle pour GPER dans 
\ 

la régulation de l'état d' activation de PAX2 par l' estradiol. Cette hypothèse sera 

examinée sous peu par l' équipe du Dre Van Themsche. D' ici là, nous pouvons proposer 

un certain nombre de mécanismes cellulaires qui pO.urraient être impliqués dans la 

phosphorylation/activation de PAX2 par l' estradiol. Ainsi, puisqu' il a déjà été rapporté 

que dans les cellules du cancer du sein, l'estradiol active rapidement la cascade des 

MAPKs via la protéine d'ancrage Src, ce qui engendre plusieurs effets tels que 

l'augmentation de la prolifération, de la croissance, de la survie et de la migration 

cellulaire l99
, il est possible que la phosphorylation de P AX2 dans les MCF -7 exposées à 

l' estradiol implique ERK. 
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Il est également utile de considérer que dans nos conditions expérimentales, un 

antagoniste d'ERa, le ICI 182780, n'était pas en mesure d'inhiber complètement 

l'augmentation de la phosphorylation de PAX2 induite par l'estradiol. Du même coup, 

l'inhibition de ERBB2 induite par l'estradiol n'était pas complètement renversée. Ces 

observations soulèvent la possibilité qu'un · récepteur différent d'ERu soit également 

impliqué dans la phosphorylationlactivation de P AX2 et donc, dans le contrôle de 

l'invasion cellulaire. À cet égard, plusieurs études ont rapporté que l'activation de ER~ 

était associée à une diminution de la capacité d'invasion des cellules du cancer du 

sein200
,201. Par conséquent, malgré la plus faible expression du récepteur ER~ que celle 

d'ERu dans la lignée MCF_7202
, l'analyse de la régulation de PAX2 E2-dépendante par 

ER~ constitue une voie intéressante compte tenu de son rôle dans le contrôle de 

l'invasion. Plusieurs isoformes et variants du récepteur ont cependant été caractérisés 

jusqu'à maintenant203
. La plupart d'entre eux possédant une activité spécifique qui dans 

certains cas est associée à un mauvais pronostic2
0

3
, un fin criblage du mode régulation de 

chacun d'entre eux devra être pratiqué dans notre modèle. 

4.4 La régulation de l'expression et de l'activité de PAX2 dans les cellules 
luminales : l'effet de l'EGF 

De manière générale, l'EGF peut influencer une variété de processus tels que la 

prolifération, la croissance, la survie, l'invasion et la métastasie des cellules cancéreuses. 

Dans nos conditions expérimentales, l'EGF a rapidement induit l'activation de la voie de 

ERK et l'inhibition de la voie de PKA chez les cellules MCF-7. Par contre, après une 

exposition de 30 min à l'EGF, les voies de PI3-K et JNK n'étaient toujours pas 

modulées. Une telle activation sélective de la voie de ERK fournit une piste de recherche 

sérieuse pour l'identification des voies intracellulaires impliquées dans les effets 

biologiques de l'EGF dans notre modèle. À cet égard, nous avons observé qu'un 

traitement de plus longue durée des MCF -7 avec de l'EGF augmentait'la quantité totale 

de la protéine PAX2. De plus, la quantité d'ERBB2, dont l'expression est régulée à la 

baisse par P AX2 dans les MCF _750
, était diminuée. Cela suggère fortement que l'EGF 

induit une diminution de l'expression de ERBB2 en augmentant l'expression et l'activité 
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de PAX2. Nous pouvons alors poser l'hypothèse que la régulation de PAX2 par l'EGF 

serait transcriptionnelle et nécessiterait la participation de ERK : cela sera investigué 

sous peu dans l'équipe du Dre Van Themsche. Dans l'affirmative, il sera intéressant de 

déterminer si dans nos conditions expérimentales, l'augmentation de la quantité de 

P AX2 par l'EGF a un impact négatif sur le potentiel invasif des MCF -7, de la même 

façon que l'augmentation de la phosphorylation de PAX2 et la diminution de ERBB2 en 

réponse à l'estradiol réduisent l'invasion par ces cellules. L'EGF est en effet capable 

d'établir un phénotype faiblement invasif dans plusieurs types de cancers qui répondent 

à d'autres molécules pro-invasives comme l'amphiréguline (AR) et le TGF_a204
. Par 

contre, dans le cas des cellules du sein, normales et cancéreuses, les études antérieures 

suggèrent fortement que l'activation de ERK par l'EGF aurait pour effet de promouvoir 

l'invasion cellulaire plutôt que de l'inhiber, ce qui va à l'encontre de notre observation 

que l'EGF augmente PAX2 et diminue ERBB2 dans les MCF_i 79
,205. 

4.5 La régulation de l'expression et de l'activité de P AX2 dans les cellules 
luminales : l'effet de l'hypoxie 

L'hypoxie présente au centre d'une tumeur est à l'origine de plusieurs mécanismes 

d'adaptation des cellules cancéreuses qui favorisent la croissance tumorale, la 

prolifération, l'angiogenèse, l'invasion et la métastasie. Ces changements sont 

conséquents à l'activation de la transcription de plusieurs gènes cibles par le facteur 

induit par l'hypoxie ' (HIF -1 a), dont la protéine est stabilisée dans des conditions 

hypoxiques. Par exemple, HIF-1a qui s'accumule dans les cellules cancéreuses en 

réponse à l'hypoxie est impliqué dans l'expression de VEGF, un facteur de transcription 

ayant un rôle central dans le processus d'angiogenèse (formation de vaisseaux sanguins 

au sein de la tumeur à partir de vaisseaux pré-existants) 157,206. Depuis longtemps, des 

études ont montré que le traitement des cellules du cancer du sein MCF -7 avec du 

CoCh, de façon à mimer des conditions hypoxiques, induit l'accumulation de HIF-1a et 

l'augmentation de son activité transcriptionnelle sur ses gènes cibles207
. De la même 

façon dans nos conditions expérimentales, l'exposition au Co Ch a provoqué dans les 

MCF-71'augmentation du niveau protéique d'HIF-1a. 
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Plusieurs études ont permis d'établir un lien entre l'hypoxie et l'augmentation de 

l'invasion et de la métastasie des cellules cancéreuses, incluant celles du sein208-210. 

Ainsi, au niveau moléculaire, il a déjà été montré que l'hypoxie pouvait moduler, à la 

hausse ou à la baisse, l'expression de certains facteurs impliqués dans le contrôle, positif 

ou négatif, de l'invasion et la métastasie. Par exemple, dans le cas des cellules MCF-7 

qui sont faiblement invasives et métastatiques, l'induction de l'hypoxie diminue 

l'expression de protéases de la matrice ayant un rôle pro-métastatique alors qu'à 

l'inverse leur expression est augmentée dans les MDA-MB-231 , qui sont hautement 

invasives et métastatiques, lorsqu'elles sont traitées de la même façon208. Alors, puisque 

P AX2 influence aussi les propriétés invasives des MCF -7, même si ce n'est pas de la 

même façon que le font les métalloprotéases de la matrice, nous avons émis l'hypothèse 

que placer les MCF-7 dans des conditions ambiantes mimant l'hypoxie pourrait moduler 

son expression et/ou son activité. 

Notre étude a montré que dans les conditions mimant l'hypoxie induites par le 

CoCh, l'accumulation de la protéine HIF-la dans les MCF-7 n'était associée à aucun 

changement de la quantité de la protéine PAX2. Toutefois, ce changement est survenu 

d'une manière contraire à celui qui serait attendu dans le cas d'un facteur 

pro-tumorigénique ou pro-métastatique, c'est-à-dire que l'hypoxie n'a pas augmenté, 

mais bien diminué la quantité de P AX2 dans les cellules. En même temps, la quantité de 

la protéine ERBB2, un gène cible de P AX2 qui confère un net avantage invasif et 

métastatique aux cellules cancéreuses qui l'expriment, a été augmentée par l'hypoxie: il 

est tentant de spéculer que la diminution de l'expression de P AX2 est nécessaire pour 

que l'augmentation de celle de ERBB2 puisse survenir, et pour que l'hypoxie puisse 

efficacement augmenter l'invasivité des cellules luminales. 

4.6 Conclusion et perspectives 

Mes travaux de maîtrise se sont attardés à la régulation d'un facteur émergeant, 

P AX2, jouant un rôle clé dans la physiopathologie du cancer du sein. Ils ont contribué à 

faire la démonstration que l'expression de PAX2 était augmentée lors de l'exposition des 
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cellules du cancer du sein luminales à l 'EGF, alors que son activité était augmentée en 

réponse à l'estradiol et directement impliquée dans une diminution de l'expression 

d'ERBB2 à l'origine d'un phénotype faiblement invasif de ces cellules. Considérés 

ensemble, ces deux résultats suggèrent que l'exposition simultanée à l'EGF et l'E2, tel 

qu'elle survient certainement dans le micro environnement des tumeurs luminales, 

confère un phénotype faiblement invasif aux cellules cancéreuses du sein luminales. 

Dans le futur, nous tenterons d'évaluer le lien possible entre l'augmentation de 

l'expression de P AX2 en réponse à l'EGF et son activation par l'estradiol, comme étant 

deux étapes intrinsèquement liées menant à une diminution de la capacité d'invasivité et 

de métastasie des cellules cancéreuses du sein ER+. Déterminer ainsi une collaboration 

entre les deux phénomènes permettrait de bénéficier de deux cibles thérapeutiques 

(EGFR et ER) afin d'accentuer l'efficacité d'un éventuel traitement pour le cancer du sein 

de sous-type luminai. Par ailleurs, mes travaux ont tourné les projecteurs vers une voie 

de signalisation particulière, celle de ERK, comme médiatrice potentielle de l' effet de 

l'EGF sur la régulation de l ' expression de P AX2 dans les cellules du cancer du sein 

luminales. Des travaux supplémentaires seront requis par la suite pour identifier 

précisément quels sont les facteurs intracellulaires en aval de ERK qui agissent sur la 

protéine PAX2 (si cette régulation est post-traductionnelle) ou sur le gène qui l' encode 

(si la régulation est transcriptionnelle, ce qui sera vérifié sous peu par l' équipe du 

Dre Van Themsche à l'aide de la PCR quantitative). Considérés dans leur globalité, les 

travaux présentés dans le présent mémoire ont permis un avancement certain des 

connaissances dans le domaine, et ils soulèvent d' importantes questions et pistes de 

recherche, à la fois pertinentes et fascinantes. 
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