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RESUME

L’étiologie du cancer du sein repose sur un processus multifactoriel mettant
notamment en cause la nutrition, la génétique, I’environnement et les habitudes de vie. En
plus d’étre I’'un des cancers les plus fréquents et les plus dangereux chez la femme, le
cancer du sein représente une des premiéres causes de déces chez celles-ci. Des études
¢épidémiologiques ont suggéré, de fagon ¢équivoque, que certains polluants
environnementaux, notamment les organochlorés, pourraient contribuer au
développement de la cancérogenése mammaire. Les organochlorés sont des contaminants
lipophiles distribués dans les tissus adipeux tels que le tissu mammaire. La démonstration

claire de leur implication au niveau du développement du cancer du sein demeure entiére.

Un mélange environnemental d’agonistes du Ary! Hydrocarbon Receptor (AhR;
récepteur aux hydrocarbures polycycliques), constitué de trois biphényles polychlorés
(PCB), de sept polychlorodibenzofuranes (PCDF) et de six polychlorodibenzodioxines
(PCDD) retrouvés dans le lait maternel, de méme que I’hexachlorobenzéne (HCB)
représentent des exemples de cancérogenes trés répandus dans I’environnement de par
leur utilisation massive au cours des années passées et de leur grande bioaccumulation. La

présence de ces contaminants dans les tissus humains et animaux a été bien démontrée.

L’hypothése de ce projet de recherche est que ces contaminants environnementaux
peuvent induire la formation de cancers en modulant les récepteurs de facteurs de
croissance a activité tyrosine kinase de la famille erbB et la signalisation cellulaire, plus
particuliérement les récepteurs EGFR et erbB2 fréquemment surexprimés dans le cancer
du sein, ainsi que des médiateurs intracellulaires tels que la protéine sérine/thréonine
kinase Akt/PKB, la « Integrin-Linked Kinase » ILK et la cadhérine E impliquée dans la
communication cellulaire. Ces messagers secondaires ont une influence directe sur la

différenciation, la prolifération, la communication et I’invasion cellulaire.

L’objectif principal de ce mémoire est de déterminer I’impact d’expositions aigiies
et chroniques au mélange d’agonistes du AhR et a ’HCB sur les lignées de cellules
épithéliales mammaires humaines non tumorales, les MCF-10A et les MCF-12A. Selon

I’hypothése de recherche, ces polluants exerceraient leur action en modulant I’expression
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et la phosphorylation des récepteurs de la famille erbB ainsi que des médiateurs
cytoplasmiques dans les cellules mammaires, ce qui provoquerait une prolifération
excessive, une baisse de communication entre les cellules et favoriserait le

développement de tumeurs cancéreuses.

Les cellules MCF-10A et MCF-12A ont été cultivées dans un milieu de culture
DMEM-F12 supplémenté avec 20 ng/ml d’EGF, 10 pg/ml d’insuline, 5% de sérum de
cheval, puis exposées de fagon aigiie (10 ou 30 min) ou chronique (15 a 40 passages) au
mélange d’agonistes du AhR ou a ’'HCB. Une collecte cellulaire avec un tampon de lyse
a permis d’évaluer I’effet de ceux-ci sur le niveau d’expression et de phosphorylation des
récepteurs de facteurs de croissance EGFR et erbB2 et des médiateurs cellulaires tels que

la protéine Akt/PKB, la ILK et la cadhérine E & I’aide d’analyses par immunobuvardage.

Les résultats expérimentaux ont démontré qu’une exposition a court terme de 10
et de 30 min au mélange d’agonistes du AhR ne provoque aucune modification du
récepteur erbB2 chez les cellules MCF-10A. Par contre, une exposition chronique de 15
passages au mélange d’agonistes du AhR engendre une diminution de la prolifération
cellulaire en plus d’une augmentation de I’expression et de la phosphorylation du
récepteur erbB2 et de la protéine ILK. Une exposition a court terme de 10 et de 30 min a
I’HCB ne provoque aucune modification du récepteur erbB2 chez les cellules MCF-10A.
Cependant, une exposition chronique durant 40 passages a I’HCB engendre une
augmentation du niveau d’activation du récepteur erbB2 et de EGFR chez les cellules
MCF-10A et MCF-12A. Cette méme exposition provoque une hausse du niveau
d’expression et de phosphorylation de la ILK en plus d’une diminution de la

phosphorylation de la Akt/PKB et de I’expression de la cadhérine E.

Dans I’ensemble, ces observations démontrent qu’une exposition chronique a ces
contaminants environnementaux cause une suractivation des récepteurs a activité tyrosine
kinase fréquemment surexprimés dans les tissus mammaires cancéreux et module la
signalisation des cellules mammaires. Ces résultats suggerent que le mélange d’agonistes
du AhR engendrait une action anticancérogene alors que I’HCB exercerait une action
procancérogeéne de type épigénétique en modulant la prolifération et la communication

intercellulaire. Les données obtenues faciliteront une meilleure compréhension de la
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cancérogencse dans les glandes mammaires étant donné que les cellules MCF-10A et
MCF-12A, lignées in vitro de cellules épithéliales mammaires humaines non tumorales,
constituent d’excellents modéles pour une extrapolation a 1’humain. Cette démarche
expérimentale permet de documenter la plausibilit¢ biologique du facteur
environnemental dans la cancérogenése mammaire et elle ouvre la voie a la réalisation de

travaux en épidémiologie moléculaire.

s Moo Yl Lt

Stéphanie Girard, Etudiante Michel Charbonneau, Directeur
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INTRODUCTION

Le cancer du sein est une des principales causes de décés chez les femmes
canadiennes. Les études épidémiologiques continuent d’élucider les facteurs pouvant étre
responsables du développement de la cancérogenése mammaire. Plusieurs facteurs de
risque, tels que ’hérédité, le surplus de poids, les habitudes de vie, etc., semblent soulever

I’hypothése que le cancer du sein dérive d’un processus multifactoriel.

Les facteurs environnementaux représentent un facteur de risque important a
considérer dans le développement de certains cancers. L’augmentation de I’incidence de
tous les types de cancers semble étre reliée a I’accroissement des substances cancérogénes
polluant I’air et ’eau. Cette tendance se maintiendrait a la hausse (Bonaiti-Pellié et al.,
2001). Le mélange d’agonistes du récepteur aux hydrocarbures polycycliques (AhR),
composé de biphényles polychlorés (BPC), de polychlorodibenzofuranes (PCDF) et de
polychlorodibenzodioxines (PCDD), ainsi que I’hexachlorobenzéne (HCB) sont des
polluants bien répandus dans I’environnement. Ils ont été majoritairement utilisés comme
fongicide dans les années 60-70. Cependant, il y a eu interdiction de I’utilisation de
I’HCB en 1972 suite a une reconnaissance de son potentiel toxique pour la santé. Ces
produits sont par contre toujours relargués dans I’environnement comme produits
secondaires si bien qu’ils se retrouvent encore présents dans les tissus humains et

animaux.

Il a ét¢ démontré que le mélange d’agonistes du AhR et I’HCB sont des
cancérogeénes épigénétiques favorisant la formation de tumeurs en modifiant I’expression
de certains geénes. Une corrélation entre 1’exposition a ces organochlorés et le
développement de tumeurs mammaires est suggérée, mais certaines études ne peuvent

confirmer cette observation avec certitude.

Depuis quelques années, la modulation de la signalisation cellulaire dans la
cancérogenése est un sujet qui suscite beaucoup d’intérét. En effet, la prolifération et la
communication cellulaire sont modulées lors de la formation et du développement de
tumeurs. Des recherches en laboratoire ont permis de démontrer I’influence des

récepteurs de facteurs de croissance erbB a activité tyrosine kinase sur les médiateurs



intracellulaires, tels que la protéine sérine/thréonine kinase Akt/PKB, la « Integrin-Linked
Kinase » (ILK) et la cadhérine E impliquée dans I’adhésion intercellulaire. Compte tenu
de I'importance des mécanismes de régulation de la prolifération et de la communication
intercellulaire, I’hypothése de ce projet de recherche est qu’une exposition aigiie (10 et 30
min) ou chronique (15 a 40 passages) au mélange d’agonistes du AhR et a ’HCB
engendre le développement de tumeurs mammaires chez les cellules épithéliales
mammaires humaines non tumorales, les MCF-10A et les MCF-12A, en modulant les
récepteurs de facteur de croissance épidermique (EGFR) et erbB2, menant a une
modulation de I’expression et de la phosphorylation des protéines Akt/PKB, ILK et
cadhérine E. L’objectif principal est donc d’étudier I’impact d’une exposition aux
organochlorés sur la signalisation cellulaire des cellules MCF-10A et MCF-12A. Pour
réaliser cet objectif, les niveaux d’expression et de phosphorylation des récepteurs EGFR
et erbB2, de la protéine Akt/PKB, de la ILK et de la cadhérine E ont été mesurés suite a

une exposition au mélange d’agonistes du AhR et 8 ’'HCB.

Le premier chapitre de ce mémoire comporte une revue de la littérature détaillée
portant sur les 3 sujets principaux du présent projet de recherche, soit la cancérogenése,
les polluants environnementaux et la signalisation cellulaire. Ainsi, la premiére section de
ce chapitre présente un résumé général de I’évolution des connaissances sur le
phénomene de la cancérogenese, plus particuliérement sur la cancérogenése mammaire.
Cette section permet une meilleure compréhension des caractéristiques importantes de la
cancérisation. La seconde section se consacre entierement a la caractérisation, a
I’utilisation et aux effets néfastes sur la santé animale et humaine engendrés par le
mélange d’agonistes du AhR et par I’HCB. Finalement, la troisiéme section fait mention
des connaissances sur la signalisation cellulaire enclenchée par les récepteurs
membranaires, tels que les récepteurs de facteurs de croissance erbB a activité tyrosine
kinase, et sur I’implication des médiateurs intracellulaires, tels que la protéine

sérine/thréonine kinase Akt/PKB, la ILK et la cadhérine E, dans la cancérogenése

mammaire.

Ces trois sections démontrent la pertinence et I’importance de ce projet de
recherche pour une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires impliqués

dans le phénomeéne de cancérogenése. Ces informations ont mené a 1’élaboration
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d’hypotheses et d’objectifs de recherche qui seront présentés dans la quatriéme section de

ce chapitre.

Le deuxiéme chapitre de ce mémoire comprend une liste détaillée du matériel
utilisé et des différentes méthodes qui furent nécessaires lors des expérimentations. Les
données sont présentées dans le troisiéme chapitre. Finalement, le dernier chapitre
présente une discussion générale et des conclusions pertinentes portant sur I’analyse des
résultats obtenus. Cette section souligne I’apport de ces résultats aux connaissances
scientifiques et apporte des pistes de solution et des perspectives de recherche pour

contrer et méme éliminer le développement de cette maladie.



CHAPITRE 1

Revue de la littérature et définition des objectifs

1.1. Cancérogenése

1.1.1. Statistiques en cancérologie

La recherche sur I’étiologie des cancers a connu plusieurs bouleversements au
cours des dernicres années en raison des multiples découvertes effectuées en biologie
cellulaire et moléculaire. Le cancer est la principale cause de décés prématurés au pays.
Cette maladie est susceptible d’affecter 41% des hommes et 38% des femmes et ce,
majoritairement a 1’age de 60 ans. Au Canada, on a estimé en 2002 a 136 900 le nombre
de nouveaux cas de cancer et a 66 200 le nombre de déces attribuables au cancer. En
moyenne a chaque semaine, des milliers de personnes recevront un diagnostic de cancer
et une centaine de personnes mourront des suites de la maladie (Société Canadienne du
Cancer, 2003). C’est pour cette raison qu’il est plus qu’important de prendre conscience
de I’ampleur de la situation dans notre société et de mettre I’emphase sur la recherche en

cancérologie.

1.1.2. Définition de la cancérogenése

Afin de mieux comprendre la problématique de ce mémoire, il est important de
discuter des principaux événements impliqués lors du processus de cancérisation. En
effet, le cancer fait intervenir de multiples changements que ce soit au niveau de

I’expression des génes ou au niveau de la physiologie cellulaire.

Les cellules d’un organisme sont soumises a un contrdle strict du développement.
Elles vont se différencier, proliférer, migrer et méme parfois mourir pour conduire

’organisme a fonctionner correctement. Par contre, il arrive que les cellules perdent tout



contrdle de leur développement et démontrent une prolifération excessive. Ce désordre de
I’équilibre peut mener au développement de deux types de tumeurs possibles: la tumeur
bénigne qui se développe par simple expansion et qui reste souvent noyée dans une
couche de tissu conjonctif, puis la tumeur maligne qui se développe d’une maniére
invasive et disperse des cellules qui, par un processus de métastase, colonisent de
nouvelles régions du corps. Les tumeurs malignes non traitées sont presque toujours
mortelles (Voet et Voet, 1998). En d’autres mots, le cancer se définit comme étant un
déséquilibre de la régulation des génes aboutissant 4 un désordre de croissance au cours
duquel des cellules devenues anormales proliférent d’une fagon irréguliére, voir méme

anarchique (Alberts et al., 1995).

Méme si on ne connait pas encore tout sur le cancer, il est possible de comprendre
de mieux en mieux le processus de cancérisation, lequel se définit comme étant la
transformation d’une cellule normale en une cellule cancéreuse difforme (Alberts ef al.,
1995). Cette transformation est possible par le cheminement a travers des étapes
particulicres illustrées a la Figure 1.1, et aprés plusieurs altérations progressives dans les
geénes sous I’influence de certains facteurs de risque, tels que définit antérieurement. La
cellule subit tout d’abord en phase 1 une transformation de son appareil génétique
(phénomene d’initiation ou d’amorce néoplasique), suivie d’atteintes ou d’altérations
géniques dites de promotion (phase 2) avant que cette cellule ne devienne cancéreuse.
L’initiation est considérée comme un stade irréversible dans la cancérogenése. Une
cellule ayant acquise une altération génétique au niveau de son acide désoxyribonucléique
(ADN) ne pourra rétablir son état d’origine si les mécanismes de réparation sont
déficients (Grasl-Kraupp et al., 1994). Ce sont par la suite les facteurs de promotion

(nutrition, influence hormonale, pollution, radiation, etc.) qui graduellement fixent les

mutations pour donner des cellules cancéreuses.

L’étape de la promotion est réversible. Il y a arrét de la transformation cellulaire si
I’exposition aux agents promoteurs est réduite (Hendrich ef al., 1986). Par la suite, les
cellules se multiplient progressivement (phase 3) pour donner naissance a des cellules
cancéreuses. Ces derniéres vont subir par la suite d’autres mutations permettant de

devenir de véritables tumeurs malignes pouvant infiltrer les tissus et produire des métasta-
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Figure 1.1. Processus de cancérisation
La cancérogenése est un processus complexe pouvant étre divisé en trois phases distinctes telles que
Pinitiation, la promotion et la progression d’une cellule normale en cellule cancéreuse.



ses (Alberts et al., 1995). Cette étape dec progression est aussi irréversible. Ce stade de
transformation est considéré comme étant un processus menant au développement de
néoplasmes pendant lequel les cellules acqui¢rent une croissance totalement autonome.
Cette théorie de la cancérogenese multi-stade est sans doute la plus compléte et la plus
connue des théories concernant la cancérisation. Il est évident que toutes ces étapes

prennent plusieurs années voire plusieurs décennies pour se compléter.

1.1.2.1. Cancérogenes génotoxiques et épigénétiques

Plusieurs agents ¢tant a ’origine de I’étiologie du cancer peuvent agir a différents
niveaux du processus de cancérisation, soient en influencant le développement de la
tumeur, en agissant directement sur l’acide déoxyribonucléotique (ADN), ou en
contribuant a I’élaboration des conditions favorables dans la progression de la maladie.
Les agents cancérogenes sont regroupés en deux classes distinctes: les cancérogénes

génotoxiques et épigénétiques.

Les agents cancérogénes génotoxiques sont des substances directement capables
de causer des mutations au niveau de ’ADN. Les radiations ultraviolets ainsi que les
agents méthylants sont des exemples d’agents pouvant causer le cancer du sein en
endommageant directement I’ADN (Phillips et al, 2002). L’altération protéique,
I’expression anormalement élevée d’une protéine cellulaire, la perte de signaux de
dégradation, la réorganisation chromosomique, I’amplification génique, I’insertion virale
dans un chromosome et la perte ou I’inactivation des génes suppresseurs de tumeurs
représentent différents types de changements génétiques observés pouvant déclencher le
cancer (Voet et Voet, 1998). Contrairement aux cancérogénes génotoxiques, les
cancérogeénes épigénétiques ne causent pas de mutations a I’ADN. Ces substances, telles
que le phénobarbital et les hydroxytoluénes butylés, ont plutdt la capacité d’altérer
I’expression de certains génes ce qui aura pour conséquence de moduler la
différenciation, la prolifération, I’organisation, les interrelations et la mort cellulaire
(Klaassen et al., 1996). En effet, une hausse de la prolifération cellulaire est un facteur
important a la base de la promotion induite par ces cancérogenes. Une défaillance dans

les mécanismes de réparation de I’ADN et dans le contrdle du cycle cellulaire promouvoit



la transformation d’une cellule saine en cellule cancéreuse. La malignité des tumeurs peut

donc provenir d’altérations spécifiques.

1.1.2.2. Propriétés d’une cellule normale versus cancéreuse

Plusieurs propriétés phénotypiques différentient la transformation d’une cellule
normale en une cellule cancéreuse. Par exemple, en culture cellulaire, les cellules
normales en croissance forment une couche monocellulaire au fond du pétri puis cessent
de se diviser par un processus appelé inhibition de contact. Contrairement a celles-ci, la
croissance des cellules tumorales malignes n’est pas empéchée par les contacts
intercellulaires; ces cellules en culture forment des couches multicellulaires. De plus, les
cellules normales sont beaucoup plus limitées dans leur capacité a se reproduire que les
cellules cancéreuses. En effet, les cellules normales en culture ne se divisent que 20 a 60
fois avant d’atteindre la sénescence et la mort, alors que les cellules cancéreuses sont
immortelles ce qui signifie que le nombre de divisions cellulaires possibles est sans
limite. La transformation d’une cellule normale en cellule cancéreuse est donc
accompagnée d’une série complexe de changements structuraux, biochimiques et

génétiques (Voet et Voet, 1998).

1.1.3. Cancérogenése mammaire

Plusieurs données de compilation démontrent 1’importance d’un type de cancer
particulier dans la population canadienne, soit le cancer du sein. Les Statistiques
canadiennes sur le cancer 2002 démontrent qu’une femme sur neuf risque d’avoir le
cancer du sein au cours de sa vie; une femme sur vingt-sept en mourra, sans compter tous
les autres types de cancer, tels que le cancer de la prostate, du poumon, du célon et du
rectum qui feront plusieurs victimes. En somme, le cancer du sein est la forme de cancer
la plus souvent diagnostiquée chez les canadiennes; prés d’un cancer féminin sur trois est

un cancer du sein (Société Canadienne du Cancer, 2003).

Il est primordial d’effectuer des études étiologiques pour mieux comprendre le
phénomeéne de la cancérogenese car pour pouvoir prévenir une maladie, il faut pouvoir
connaitre les causes qui 1’origine. Dans le cas du cancer du poumon, la cigarette a été

identifiée comme facteur prédominant responsable du développement de celui-ci. Des



¢tudes épidémiologiques ont démontré que 85% des gens atteints du cancer du poumon
¢taient des fumeurs, les autres étant souvent des fumeurs passifs (inhalation inconsciente
de la fumée secondaire) (Société Canadienne du Cancer, 2003). Par contre, pour ce qui
est du cancer du sein, il est difficile de déterminer une relation dirccte de cause a effet.
Les études épidémiologiques permettent toutefois d’apporter des éléments de réponse. On
peut ainsi découvrir non pas les causes mais plutot les « facteurs de risque » du cancer du
sein. Ainsi, des recherches épidémiologiques ont permis de déterminer certains facteurs
de risque susceptibles de contribuer au développement du cancer du sein. D’apres des
études récentes, I’apport énergétique en exces, ’obésité, la consommation élevée en gras
animal, I’alcool, les facteurs héréditaires, I’incidence selon les pays, les facteurs socio-
économiques et la prise d’hormones favoriseraient 1’augmentation des cancers du sein
(Bonaiti-Pellié er al., 2001; Trichopoulos et al., 1996). Le cancer du sein est donc

considéré comme un phénomeéne multifactoriel.

Un des principaux facteur de risque a considérer dans le développement de la
maladie est sans aucun doute le facteur environnemental. Les études épidémiologiques
ont observé une plus forte incidence du cancer du sein dans les pays grandement
industrialisés qui sont, sans contredit, les plus potentiellement pollués (Trichopoulos et
al., 1996). Des études du Réseau canadien du cancer du sein ont démontré qu’au cours
des derniéres années, la production et la consommation de produits chimiques ont
grandement augmenté et ne cessent de s’accroitre. Ainsi, la recherche a permis de
suggérer la possibilité d’une relation entre les produits chimiques et le risque de
développer un cancer du sein. Etant de nature trés persistante, on retrouve ces substances
dans I’environnement et ce, a différents niveaux de la chaine alimentaire. Par exemple,
une grande variété de contaminants ont été détectés dans le lait maternel (Hoover, 1999).
Cependant, les scientifiques ne s’entendent pas parfaitement sur I’association entre une

exposition aux organochlorés et le risque de cancer du sein.

1.1.3.1. Implication de la régulation du cycle cellulaire dans la cancérisation

On ne peut parler de cancer du sein sans parler du phénoméne de mort cellulaire
programmée présent durant le développement embryonnaire, durant la croissance des

glandes mammaires au cours de la puberté, durant le cycle oestrogénique et finalement



durant la sénescence des glandes mammaires. C’est en 1972 qu’un groupe de
pathologistes a identifié un type de mort cellulaire, appelé apoptose (rétrécissement,
condensation et fragmentation du noyau), différent morphologiquement du processus de
dégénération par la nécrose cellulaire (enflure et rupture des cellules). La mort des
cellules joue un réle critique dans le développement des glandes mammaires normales et
est plus que nécessaire pour équilibrer les périodes de prolifération cellulaire. Le contréle
du cycle cellulaire est basé sur deux familles de protéines soit la famille de protéines
kinases cycline-dépendante (Cdk) et la famille des cyclines qui se lient aux molécules
Cdk. L’activation et le désassemblage des complexes cycline-Cdk sont les principaux
événements sur lesquels repose le cycle cellulaire (Alberts et al., 1995). Une défectuosité
dans I’initiation, dans ’exécution et dans la régulation de 1’apoptose peut provoquer une
accumulation des cellules épithéliales ou I’hyperplasie prémaligne pouvant contribuer au
développement néoplasique (Strange et al., 2001). En effet, il a été observé qu’une
inhibition de I’apoptose est responsable du processus de cancérisation (Yoganathan et al.,
2000). Ainsi, I’équipe de Weinberg (1996) suggére que le cycle cellulaire constitue I’un
des éléments les plus importants a considérer pour Dintégrité de la cellule. Les
mécanismes impliqués dans la régulation apoptotique et antiapoptotique seront discutés

en section 1.3.2.4.

1.1.3.2. Lignées de cellules mammaires en culture

Différents types de lignées cellulaires mammaires sont utilisés pour étudier les
mécanismes cellulaires dans plusieurs domaines de recherche dont la cancérogenese. Les
lignées de cellules épithéliales mammaires humaines non tumorales ont la capacité de se
reproduire et elles peuvent se cultiver in vitro. Les cellules MCF-10A utilisées dans cette
recherche représentent un exemple de lignée de cellules épithéliales mammaires humaines
non tumorales. Elles proviennent d’une femme de 36 ans qui a subit une mastectomie des
tissus mammaires, plus particuliérement d’un tissu mammaire fibrocystique (Soule ef al.,
1990). Ces cellules normales se sont transformées et modifiées, de fagon spontanée, pour
les rendre immortelles lorsqu’elles sont cultivées en culture. La concentration en ions
calcium (Ca?*) du milieu de culture a été abaissée afin d’augmenter la longévité des

cellules. Ainsi, a partir de cellules épithéliales mammaires diploides mortelles (MCF-
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10M), une croissance dans un milieu de culture réduit en Ca®>* a permis de générer une
lignée de cellules immortelles comptant des cellules adhérentes, les MCF-10A et des
cellules flottantes, les MCF-10F. Les cellules MCF-10A présentent des similitudes avec
les cellules épithéliales mammaires humaines primaires, telles une absence de production
de tumeur chez les souris immunodéficientes, une croissance en trois dimensions
lorsqu’elles sont cultivées sur du collageéne, une culture contrdlée par des traitements
hormonaux, tels que des facteurs de croissance, et une adhérence entre les cellules. Cette
lignée cellulaire se rapproche donc véritablement des cellules épithéliales mammaires

normales et constituent un trés bon modele d’étude (Soule et al., 1990).

Les cellules MCF-12A représentent une seconde lignée de cellules épithéliales
mammaires humaines non tumorales issues d’une chirurgie sur une femme de 60 ans. Ces
cellules sont de forme plus cuboidales que les MCF-10A, mais elles présentent toutefois
des caractéristiques semblables a celles-ci (Paine et al, 1992). Ces deux lignées
cellulaires sont donc considérées comme des bons modeéles pour I’étude des mécanismes
impliqués dans la cancérogenése mammaire étant donné les similarités rencontrées avec

les cellules mammaires humaines primaires.

1.1.4. Oncogénes et génes suppresseurs de tumeurs

Il existe deux classes de génes susceptibles de jouer un réle majeur dans la
régulation de I’apoptose et dans le mécanisme de cancérogenese, soient les oncogénes et
les génes suppresseurs de tumeurs. Un oncogéne est défini comme étant un géne actif qui
promouvoit la transformation cellulaire (Dawkins er al, 1993). On parle d’un
protooncogéne comme étant un géne normalement exprimé dans une cellule qui est
nécessaire a la survie et a la croissance cellulaire. Lorsque celui-ci est muté, il devient un
oncogéne carcinogénique qui conduit a une multiplication excessive des cellules
(Weinberg, 1996). Il existe plusieurs types d’oncogénes codant pour des protéines ayant
un réle dans la prolifération cellulaire telles que les facteurs de croissance, les récepteurs
des facteurs de croissance, les transducteurs intracellulaires de signaux ou seconds

messagers, les facteurs de transcription nucléaire et les protéines régulatrices du cycle

mitotique (Alberts et al., 1995).
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Plusieurs oncogénes ont été associés & la cancérogenese. Par exemple, une
surexpression de c-myc, un facteur de transcription impliqué dans le controle de
I’apoptose et de la prolifération et de la différenciation cellulaire, a souvent été observée
dans les tumeurs. La surexpression des protooncogénes c-fos, c-jun et c-myc a été
associée a la prolifération excessive des cellules hépatiques (Fausto et Webber, 1993;
Saeter et Seglen, 1990). De plus, I'oncogéne v-erb code une version tronquée du
récepteur de facteurs de croissance épidermique (c-erbB) qui posséde un domaine
tyrosine kinase intracellulaire continuellement actif; les protéines kinases codées par des
oncogeénes phosphorylent d’une maniere inappropriée les protéines cibles normalement
reconnues par les récepteurs de facteurs de croissance entrainant ainsi les cellules

touchées dans un état de prolifération libre (Alberts et al., 1995; Voet et Voet, 1998).

Contrairement aux oncogenes, les génes suppresseurs de tumeurs contribuent au
développement de cancer en étant inactivés par des mutations. Ils perdent donc leurs
fonctions de suppression et privent les cellules d’un arrét crucial de prolifération, ce qui
favorise I’apparition d’une croissance excessive inappropriée. Par exemple, le facteur de
croissance transformant béta (TGF-f) peut arréter la croissance des différentes sortes de
cellules normales (ex., cellules du célon). La protéine antioncogéne appelée geéne du
rétinoblastome (pRb) et la protéine p53 sont aussi des exemples qui constituent un frein

majeur dans la division d’une cellule et dans I’induction de I’apoptose (Weinberg, 1996).

En somme, lorsqu’un oncogéne est activé ou qu’un géne suppresseur de tumeur
est inactivé, il y aura une perte de controle au niveau de la prolifération et de la
différenciation cellulaire et de I’apoptose. Ces génes viendront bouleverser 1’équilibre

entre la prolifération et ’apoptose au sein de la cellule (voir Figure 1.2).
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Figure 1.2. Processus de la cancérogenése initié par les cancérogénes génotoxiques.
Des modifications chimiques et physiques peuvent induire la transformation néoplasique des cellules par
des mécanismes génotoxiques et épigénétiques via I’activation des oncogénes et I’inactivation des génes
suppresseurs de tumeurs. (Figure inspirée de Klaassen et al., 1996)
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1.2. Polluants environnementaux

Le role des facteurs environnementaux dans 1’étiologie du cancer du sein est
¢tudié depuis plusieurs années. La pollution environnementale est composée de divers
contaminants toxiques, incluant les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), les
amines aromatiques et les nitrosamines, pouvant endommager I’ADN aprés
métabolisation. En absence de mécanismes de réparation efficaces, des aberrations
moléculaires peuvent initier la cancérogenese (Jeffy et al., 2002). Dans la section suivante
de ce mémoire, un mélange environnemental d’agonistes du récepteur AhR et
I’hexachlorobenzene représentent deux exemples d’agents cancérogénes pouvant étre a

Porigine de la cancérisation.
1.2.1. Caractérisation chimique

1.2.1.1. Mélange d’agonistes du AhR

Dans le cadre de ce mémoire, un mélange d’agonistes du AhR composé d’une
dose individuelle de 16 hydrocarbures polyhalogénés, soient de trois BPC, de sept PCDF
et de six PCDD retrouvés dans le lait maternel humain, a été étudié. Ces derniers
représentent une famille de contaminants environnementaux composée de 210 sous-
produits toxiques dérivant de la combustion de matériau organique, contenant ou non du
chlore. Ils peuvent aussi se former au cours de certains procédés chimiques (Inventaires
des Dioxines et des Furannes, 1999). Leur structure chimique complexe rend ces

contaminants de nature lipophile résistants & la dégradation.

1.2.1.2. Hexachlorobenzéne

L’HCB est un hydrocarbure aromatique polyhalogéné de forme chimique C¢Clg
(voir Figure 1.3). Il est de nature lipophile, inerte, stable chimiquement et il s’accumule
dans les organismes comme beaucoup d’autres contaminants environnementaux. Cet
organochloré est un produit bioaccumulable qui est peu dégradé par les processus

physiques ou chimiques environnementaux normaux (Sala ez al., 1999).
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Figure 1.3. Structure chimique de ’hexachlorobenzéne (HCB).
La molécule d’HCB est composée d’un anneau benzéne aromatique portant un atome de chlore sur chacun
de ses atomes de carbone (C4Clg).

1.2.2. Utilisations et sources d’émission

1.2.2.1. Mélange d’agonistes du AhR

En général, les organochlorés sont ou ont été utilisés comme pesticides et, de ce
fait, sont omniprésents dans I’environnement. Les BPC ont été manufacturés
commercialement a partir de 1929 pour diverses applications. Ils ont été utilisés dans les
transformeurs diélectriques et dans les systémes hydrauliques, mais plus récemment
utilisés dans la composition des huiles et des lubrifiants (Moysich et al., 1998). Leur
production a cessé aux Etats-Unis en 1977 dii aux effets néfastes rapportés sur la santé
humaine. Les PCDD et les PCDF, quant a eux, sont aussi des contaminants toxiques
omniprésents dans 1’air, le sol, les sédiments et dans les organismes vivants méme s’ils
n’ont jamais été produits intentionnellement et qu’ils n’ont aucun usage spécifique connu.
Ces substances représentent des sous-produits issus de diverses activités humaines telles
que Pincinération des déchets, la fabrication de produits chimiques, le raffinage du
pétrole, la combustion du bois et de I’essence. Aujourd’hui, la principale source de
contamination du milieu naturel par les PCDD et les PCDF est I’incinération des résidus
urbains (Gouvernement du Canada, 1999). Etant persistants dans 1’environnement, ces

contaminants tendent a s’accumuler dans les tissus adipeux des organismes vivants ce qui
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a pour conséquence de se bioaccumuler dans les chainons de la chaine alimentaire,

incluant I’humain (Oliver et Niimi, 1985).

1.2.2.2. Hexachlorobenzéne

Au Canada, I’HCB a été utilisé entre 1948 et 1972 comme fongicide de plusieurs
semences (blé, orge avoine et seigle) afin de prévenir les mycoses. Suite a des
préoccupations pour |’environnement et la santé humaine, le Gouvernement Canadien a
décidé en 1972 de le bannir. Ainsi, ’HCB ne sert plus dans le domaine du commerce au
Canada méme s’il est rejeté en faible quantité dans I’environnement canadien sous forme
de sous-produits de la fabrication et de I’utilisation de solvants chlorés et de pesticides et
sous forme d’émissions provenant d’incinérateurs et de procédés industriels. Une
monographie préparée dans le cadre de la Loi Canadienne sur la protection de
I’environnement (LCPE) dénombre plusieurs utilisations indirectes de I'HCB. Par
exemple, celui-ci a été utilisé dans la fabrication de piéces pyrotechniques, de balles
tragantes, comme préservatif pour le bois et comme peptisant dans la production de

caoutchouc nitroso et de caoutchouc au styréne (Gouvernement du Canada, 1993).

L’HCB est une substance persistante dans ’environnement qui s’est propagée
dans toutes les régions du Canada. Ce contaminant a souvent été détecté dans les divers
milieux auxquels peuvent étre exposés les humains et d’autres organismes, que ce soit
dans ’eau, le sol, les sédiments, les précipitations, et se retrouve en particulier dans les
tissus adipeux. L’HCB se retrouve partout dans I’environnement canadien a cause de sa
mobilité et de sa grande résistance a la dégradation. Un fois capturé par sédimentation, il
a tendance a s’accumuler et a devenir emprisonné par les sédiments. Ainsi, les
organismes bioaccumulent ’HCB provenant de I’eau et de leur alimentation via

contamination de la chaine alimentaire (Gouvernement du Canada, 1993).

De plus, I’absorption de I'HCB suite a une exposition via I’alimentation se fait a
98% principalement sous forme de produits laitiers. Il a été estimé que les doses
moyennes d’HCB consommées par la population canadienne générale varient de 214
ng/kg/jour chez les nouveaux-nés allaités a 2,8 ng/kg/jour chez les adultes. Si I’on

suppose une durée de vie de 70 ans, on estime & 6,2 ng/kg/jour, moyenne calculée sur
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toute une vie, la dose journaliére totale de HCB absorbée par la population générale

(Gouvernement du Canada, 1993).

1.2.3. Epidémiologie et cancer du sein induit par les organochlorés

Tout d’abord, aucune étude n’a été rapportée jusqu’a présent sur I’effet toxique du
mélange d’agonistes du AhR particulier qui a été confectionné spécifiquement pour
réaliser les travaux de ce mémoire. Par contre, plusieurs recherches sur les composantes
de ce mélange ont été identifiées. En effet, 33 articles scientifiques présentant les données
de 26 études différentes ont été répertoriés pour examiner particuliérement la relation
entre 1’exposition environnementale aux organochlorés et le risque de développer un
cancer du sein (Woolcott et Aronson, 2001). Ces études épidémiologiques suggérent que
les BPC en général sont incapables d’induire I’augmentation de I’incidence de tumeurs
mammaires (Golden ef al., 1998). Cependant, il a été démontré que certains congénéres
des BPC, tels que le 118 (Aronson ef al., 2000; Dorgan ef al., 1999) et le 138 (Aronson et
al., 2000; Hoyer et al., 2000) pourraient augmenter le risque de développer des tumeurs
mammaires. Ces divergences suscitent donc la controverse concernant la plausibilité

biologique que ces organochlorés peuvent affecter le risque de cancer du sein.

Malgré le bon nombre d’articles scientifiques répertoriés depuis 1976,
I’association entre une exposition aux organochlorés et le risque de cancer du sein n’est
pas consistante (Davidson et Yager, 1997). Des études dans différentes régions du monde
telles que les Etats-Unis, le Canada, I’Asie, I’Europe et le Sud de I’Afrique ont été
rapportées. En général, aucune association entre le risque de cancer du sein et une
exposition aux BPC n’a été identifiée, a I’exception des études de Wasserman et al.
(1976) et de Falck er al. (1992) et d’une plus importante étude de Wolff et al. (1993) qui
suggérent cette association. En effet, les résultats expérimentaux de cette derniere étude
montrent que le niveau moyen de BPC détecté dans les tissus mammaires des patientes
New-Yorkaise ayant le cancer du sein (58 femmes malades) est supérieur (35% plus
élevé) a celui des patientes témoins (171 femmes en santé). Cependant, 1’étude plus
récente de Gammon et al. (2002) ne supporte pas ’hypothése qu’une exposition aux
organochlorés (BPC) augmente le risque de cancer du sein chez 646 patientes malades

contre 429 patientes témoins dans le Long Island.
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Des recherches expérimentales ont de plus démontré I’effet toxique des composés
aromatiques tricycliques chlorés, tels que les PCDD et PCDF, chez diverses espéces
animales; la plupart de ces études ont été réalisées avec la 2,3,7,8-tetrachloro-p-dibenzo-
dioxine (2,3,7,8-TCDD), I'un des composés chimiques les plus toxiques pour ’animal
(Inventaires des dioxines et des Furannes, 1999). Les doses létales (DL50), bien que
variant de fagon considérable selon les especes, s'échelonnent de 0,0006 mg/kg chez le
cobaye a 3 mg/kg chez le hamster. Sur le plan toxicologique, chez I’animal, ces produits
engendrent une faible toxicité aigué€, en revanche, leur toxicité consécutive a une
exposition chronique est bien connue (Agence Frangaise de Sécurité des Aliments, 1998).
Parmi les multiples congéneres, la 2,3,7,8-TCDD est cancérogéne pour les rats et les
souris. Malgré le peu de données toxicologiques chez I’humain, c’est en 1997 que cette
substance fut reconnue comme cancérogéne pour I'homme par le Centre International de
Recherche sur le Cancer. En effet, de nombreuses études épidémiologiques en cours
prétendent que la 2,3,7,8-TCDD est a I’origine de ’augmentation de certains types de

cancers chez les personnes exposées (Agence Frangaise de Sécurité des Aliments, 1998).

Par la suite, plusieurs études effectuées chez des animaux de laboratoire,
majoritairement chez le rat, ont déterminé les effets toxiques associés a une exposition a
I’HCB. Les doses utilisées, les voies d’exposition et les périodes d’exposition varient
beaucoup d’une étude a I’autre (doses entre 5 mg/kg/jour et 1300 mg/kg/jour, pendant 6 a
12 semaines, chaque jour ou aux deux jours), ce qui meéne a une panoplie de symptomes
chez les animaux traités (Gouvernement du Canada, 1993). Ce contaminant
environnemental est ainsi considéré comme une «substance toxique sans seuil
d’exposition », ce qui signifie qu’elle peut avoir un effet nocif sur la santé a n’importe
quel niveau d’exposition. C’est donc a partir de ces considérations que le ministre de
I’Environnement et le ministre de la Santé nationale et du Bien-€tre social ont conclu que
les concentrations d’HCB présentes dans I’environnement au Canada peuvent constituer

un grand danger pour I’environnement, la vie et la santé humaine.

Un rapport présentant une dizaine d’études scientifiques depuis les derniéres
années a relaté I’effet potentiel de ’HCB sur le développement du cancer du sein chez
I’humain (Woolcott et Aronson, 2001). Deux d’entres elles suggérent une association

positive entre une exposition a ’HCB et le risque de cancer du sein sur la base de
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concentrations plus élevées d’HCB dans le plasma des patientes malades (Dewailly ef al.,
1994; Dorgan et al., 1999). Par contre, aucune association n’a pu étre identifiée dans les
autres ¢tudes (Falck et al., 1992; Guttes et al., 1998; Liljegren ef al., 1998; Moysich et al.,
1998; Mussalo-Rauhamaa er al., 1990). En effet, I’étude de Zheng et al. (1999) a été
effectuée chez 304 cas de patientes atteintes de cancer du sein et chez 186 cas témoins au
Connecticut entre 1994 et 1997 pour examiner I’association entre les niveaux d’HCB
retrouvés dans les tissus adipeux mammaires et I’incidence du cancer du sein. Aucune
association positive entre I’exposition environnementale a I’HCB et le risque de cancer du
sein n’a été identifiée. Finalement, deux études plus récentes rapportent 1’absence
d’association entre une exposition a ’HCB et le risque de cancer du sein (Aronson ef al.,
2000; Stellman et al., 2000).

Une des raisons majeures de I’impossibilité a démontrer hors de tout doute la
relation existante entre une exposition a ces deux contaminants et ’incidence du cancer
du sein est sans contredit ’absence de la mesure véritable de I’exposition a ces
organochlorés durant le développement de la glande mammaire. Les humains sont
exposés dés leur plus jeune age au facteur environnemental. En plus de la
bioaccumulation des contaminants dans les tissus adipeux et du transfert de ces éléments
via la lactation, des changements reproductifs et endocriniens peuvent survenir tout au
long du cheminement physiologique de la femme (puberté, grossesse, ménopause) ce qui
peut influencer la susceptibilité a développer un cancer du sein. En effet, la proportion de
femmes ayant connue une grossesse et la variation de la durée de ’allaitement de leur
bébé varient selon les études. Ainsi, I'utilisation des mesures d’expositions cumulatives
ne refléte pas la véritable période de risque de développer un cancer du sein. Ces
observations, selon plusieurs auteurs, modifient I’effet des organochlorés sur les risques
de cancer du sein (Woolcott et Aronson, 2001). Ainsi, ce phénoméne rend difficile la
prise de données correspondant véritablement a la quantité d’un contaminant a une
période donnée. Ce biais méthodologique doit donc étre considéré dans I’extrapolation

des résultats.
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1.2.3.1. Hypothéses des mécanismes cancérogénes

Deux principales voies ont ¢été rapportées pour déterminer le potentiel
cancérogene de ces organochlorés. Premiérement, ces contaminants peuvent agir
directement en tant qu’agents cancérogénes: des études portant sur I’effet toxique des
BPC démontrent que ceux-ci favorisent le développement de cancer du foie chez les rats
par une induction du cytochrome P450 (International Agency for Research of Cancer,
1978 et 1991). Cette modulation est suspectée dans I’étiologie de certains cancers
humains. De plus, ces produits sont des agonistes pour un facteur de transcription, le
récepteur aux hydrocarbures polycycliques (Institute of Medecine, 1996). Deuxiémement,
les agents cancérogénes peuvent agir via des mécanismes hormonaux. En effet, la
principale hypothése étiologique du cancer du sein est reliée a I’exposition cumulative des
hormones ou des autres substances agissant en tant qu’hormones (Henderson et al., 1991;
Henderson et Feigelson, 2000). Certains de ces organochlorés peuvent exercer une action

oestrogénique qui pourrait étre responsable de I’incidence du cancer du sein.

Les oestrogénes endogénes jouent un role critique dans la prolifération cellulaire
et la croissance des tissus. En effet, cette hormone est un facteur prédominant dans la
pathogenése du cancer du sein en agissant en tant que promoteur ou cocarcinogéne par
opposition a un role d’initiateur de tumeurs. Des études in vivo et in vitro ont montré que
les oestrogeénes provoquaient des effets mitogenes sur les cellules épithéliales mammaires
par une augmentation du nombre de cellules normales, par une prolifération anarchique
des cellules ou par la présence d’altérations dans le contréle de la croissance des cellules
malignes ou prémalignes (Alberts et al., 1995). Une étude de Hoyer et al. (1998)
démontre clairement que plusieurs autres organochlorés, tels que le 2,2-bis(p-
chlorophényl)-1,1,1-trichloroéthane (DDT), le chlordane, la lindane et la dieldrine
peuvent provoquer un désordre du systéme endocrinien. Cette étude a pour but d’évaluer
si un haut taux de ces composés, potentiellement oestrogéniques, dans le sérum représente
un risque élevé dans le développement du cancer du sein. En effet, la dieldrine qui a des
effets oestrogéniques peut augmenter les risques de cancer du sein (Hoyer et al., 1998).

Cette hypothése de I’oestrogénicité ne sera cependant pas étudiée dans ce mémoire.
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1.2.3.2. Résum¢ épidémiologique

Les études épidémiologiques, bien qu’clles ne puissent établir et clarifier
correctement les mécanismes de toxicité, ont le pouvoir de fournir des estimations
directes dans 1’association entre I’exposition a un contaminant et le risque de cancer du
sein. Cependant, les renseignements présents a 1’heure actuelle ne suffisent pas pour
évaluer le pouvoir cancérogéne du mélange d’agonistes du AhR et de I’'HCB chez les
étres humains. Ces études ne peuvent supporter une relation de cause a effet entre une
exposition aux organochlorés et le développement de cancer du sein. Ce jugement est
basé sur I’inconsistance entre les résultats des études épidémiologiques et 1’absence
d’informations majeures nécessaires aux analyses expérimentales. Des recherches
attentives et suivies continuent de progresser dans le but d’élucider cette hypothése
controversée. Il est maintenant plus qu’important d’étudier les répercussions de ces
substances toxiques au niveau cellulaire pour une meilleure compréhension. La section
suivante est consacrée aux éléments impliqués spécifiquement dans la signalisation des
cellules épithéliales mammaires non tumorales et & leur implication dans la
cancérogenése. Elle offre un résumé substantiel des connaissances sur les récepteurs et les

médiateurs susceptibles de modifier, de prés ou de loin, les mécanismes de cancérisation.

21



1.3. Signalisation cellulaire

Les mécanismes permettant a une cellule d’influencer le comportement d’autres
cellules ont certainement existé dans le monde des organismes unicellulaires bien avant
que les organismes pluricellulaires n’apparaissent sur la terre. Ce concept provient de
plusieurs études faites chez les eucaryotes unicellulaires actuels, telle que la levure
Saccharomyces cerevisiae. Bien que les cellules ménent normalement des vies
indépendantes, elles peuvent communiquer et influencer la prolifération des autres
cellules en vue d’une conjugaison (accouplement cellulaire). Alors que les levures
sécrétent un facteur de conjugaison peptidique pour activer la conjugaison, les cellules
des animaux supérieurs communiquent au moyen de centaines de molécules telles que des
protéines, des petits peptides, des acides aminés, des nucléotides, des stéroides, des
rétinoides et des dérivés d’acides gras. La plupart de ces molécules sont sécrétées par la
cellule de transmission par exocytose, libérées par diffusion a travers la membrane
plasmique ou restent solidement fixées a la surface de la cellule pour agir directement
avec les cellules avoisinantes. Quelle que soit la nature du signal, la cellule cible répond
au moyen d’une protéine spécifique appelée récepteur. Ce récepteur fixe spécifiquement
la molécule de transmission et il initie ensuite une réponse dans la cellule cible. Dans la
majorité des cas, les récepteurs sont des protéines transmembranaires présentes a la
surface de la cellule cible qui fixent une molécule extracellulaire appelée ligand. Une fois
la fixation accomplie, les récepteurs deviennent activés de telle sorte qu’ils générent une
cascade de signaux intracellulaires qui modifient le comportement de la cellule (Alberts ef

al., 1995).

1.3.1. Récepteur membranaire

Il existe trois classes de récepteurs protéiques de surface: les récepteurs couplés
aux canaux ioniques, couplés aux protéines G et ceux possédant une activité enzymatique.
Les récepteurs a activité enzymatique sont des protéines transmembranaires qui
présentent leur domaine de liaison au ligand a la face externe de la membrane plasmique.
Leurs domaines cytoplasmiques possédent une activité enzymatique intrinséque qui

s’associent directement & une enzyme. Les signaux regus & la surface cellulaire par ces
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récepteurs sont souvent transmis au noyau ou ils modifient P’expression de genes
spécifiques et donc le comportement de la cellule (Alberts e al., 1995). Cette section
présente la fagon dont operent les récepteurs de facteurs de croissance, un exemple de
récepteurs couplés a une activité enzymatique. Les membres de la famille erbB font partie

de la classe des récepteurs a activité tyrosine kinase.

1.3.1.1. Caractérisation des récepteurs de la famille erbB

Les récepteurs de facteurs de croissance épidermique structurellement reliés aux
récepteurs a activité tyrosine kinase font partie de la famille des récepteurs erbB. Leur
implication est cruciale au niveau de la prolifération, de la différenciation et de la survie
des cellules normales et ils influencent directement 1’apoptose, I’angiogénése, la motilité
et I’invasion des cellules épithéliales (de Bono et Rowinsky, 2002). Les membres de la

famille erbB jouent donc un réle majeur dans les mécanismes de la cancérogenese.

Il existe quatre membres de la famille des récepteurs transmembranaires de type
tyrosine kinase (erbB) identifiés comme suit : le récepteur erbBl (EGFR ou HER-1), le
récepteur erbB2 (HER2 ou Neu), le récepteur erbB3 (HER3) et le récepteur erbB4
(HER4). Le premier récepteur reconnu comme étant une protéine ayant une activité
kinase spécifique aux tyrosines a été le récepteur de facteur de croissance de I’épiderme
(EGFR). L’EGFR est une protéine d’environ 1200 acides aminés qui stimule la
prolifération des cellules épidermiques et d’une grande variété d’autres cellules. Ce
récepteur est caractérisé par la présence d’un seul domaine transmembranaire et d’une
grande partie extracellulaire glycosylée qui fixe le facteur de croissance de I’épiderme,
’EGF (Alberts ef al., 1995). Son domaine cytoplasmique est divisé en deux régions, soit
le domaine tyrosine kinase et le domaine carboxy! terminal a 200 acides aminés contenant
quatre résidus tyrosine qui sont les sites d’autophosphorylation par la kinase (Dougall et
al., 1993). Des ligands connus, tels que le facteur de croissance transformant alpha (TGF-
a), ’héparine, les facteurs de croissance, la béta-celluline et ’amphiréguline peuvent lier
le récepteur de ’EGF de surface ce qui provoquera son activation. Il présente un poids
moléculaire de 170 kDa (Lohrisch et Piccart, 2001). Le erbB1 présente des homologies
avec les autres membres de sa famille, tel que le erbB2 (Hung et Lau, 1999). Finalement,

le EGFR est surexprimé dans le développement adulte de plusieurs types cellulaires et
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certaines ¢tudes démontrent que sa présence dans les cellules mammaires cancéreuses est
associce a un mauvais pronostic de la patiente atteinte de la maladie (Slichenmyer et Fry,
2001).

Le erbB2 est le deuxieme membre de la famille des récepteurs a activité tyrosine
kinase; il posseéde une similarité dans sa structure et dans sa fonctionnalité avec le EGFR.
Ce geéne a ¢été découvert en premier chez les neuroblastomes de rat induits par
I’éthylnitrosourea et a été ainsi appelé neu (Lupu ef al., 1996). ErbB2 est localisé sur le
chromosome pl7 et code pour une glycoprotéine monomérique transmembranaire d’un
poids moléculaire de 185 kDa qui a une activité tyrosine kinase. Il est composé de trois
domaines distincts: un domaine extracellulaire de 640 acides aminés incluant deux sous-
domaines riches en cystéine, une hélice transmembranaire amphipathique de 24 acides
aminés et un domaine cytoplasmique de 580 acides aminés qui inclut le domaine tyrosine
kinase pour I’autophosphorylation des sites (Dougall ef al., 1993). Les ligands pouvant se
lier a erbB2 n’ont pas encore été identifiés clairement, mais certains ont le potentiel de
joindre les membres de la famille erbB, tels que le facteur de différenciation neu « neu
differentiation factor (NDF)» ou héréguline, par un phénoméne indirect
d’hétérodimérisation qui sera décrit plus loin. Le erbB2 présente des similarités
structurales avec le EGFR de la méme famille; le domaine extracellulaire de erbB2
présente 40% d’homologie avec le EGFR, alors que sa région intracellulaire présente

environ 85% d’homologie avec celui-ci (Dawkins ef al., 1993).

Une association solide entre la positivité de cette oncoprotéine (protooncogene)
est corrélée avec un mauvais pronostic chez les patientes qui ont le cancer du sein (Harris
et al., 1999). Les cellules épithéliales mammaires normales possédent deux copies du
génes HER2 et elles ont entre 20 000 et 50 000 récepteurs erbB2. Contrairement a celles-
ci, les cellules tumorales qui surexpriment erbB2 ont plus de deux millions de récepteurs
erbB2. La surexpression de erbB2 se retrouve dans 25% a 30% des cas de cancers du sein
invasifs et dans 50% des cas de cancers du sein inflammatoires ce qui indique son grand
role dans la pathogenése cellulaire (Liu ef al., 1999). La surexpression de ce récepteur est
aussi identifiée dans plusieurs autres types de tumeurs, tels le cancer de la vessie (de 27%
4 63%), du pancréas (31% a 80%), des ovaires (18% a 43%), de ’endometre (10% a
52%), du colon (33% a 85%), de ’cesophage (10% a 26%) et de la prostate (5% a 46%)
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(Lohrisch et Piccart, 2001). Le fait que le taux de survie et le temps de rechute d’une
patiente surexprimant erbB2 soit beaucoup plus court que celui d’une patiente ne le
surexprimant pas démontre sans contredit que cet oncogéne est un marqueur d’un
mauvais pronostic dans le cancer du sein (Hung et Lau, 1999). En somme, I’expression
du récepteur EGFR et la forte surexpression de erbB2 sont associées avec le
développement de la maladie. La section 1.3.1.3 de ce mémoire discutera de leur

implication au niveau du processus de cancérisation.

Le erbB3 est le troisieme membre de cette famille. Il s’agit d’une glycoprotéine
dont le poids moléculaire est de 180 kDa et qui a une similarité structurale aux récepteurs
EGFR et erbB2. Un ligand spécifique tel que le NDF se lie directement au récepteur
erbB3 (Ram et al., 1995). 11 se retrouve dans les tissus adultes et feetaux normaux, dans
un certain nombre de tumeurs primaires et dans plusieurs lignées de cellules tumorales. Il
jouerait lui aussi un réle dans la pathogenése puisqu’une forte expression de erbB3 est
associée a un faible taux de survie chez les patientes présentant des anomalies au niveau
du poumon, les NSCLC « non-small cell lung cancer» (Hung et Lau, 1999). Selon
deFazio et al. (2000), erbB3 serait exprimé dans une proportion significative dans les
tissus mammaires cancéreux. De plus, le erbB3 a une fonction particuliére au niveau du
systéme nerveux périphérique et dans la formation des synapses neuromusculaires. En
somme, la littérature a démontré qu’environ 1/5 des cancers totaux semble surexprimer le

erbB3 (Gullick et Srinivasan, 1998).

Le erbB4 est le dernier membre de la famille des récepteurs erbB. Il code pour une
protéine tyrosine kinase transmembranaire de 180 kDa. Son domaine extracellulaire
présente une forte similarité au erbB3, alors que son domaine cytoplasmique est tres
homologue aux récepteurs erbB2 et EGFR. Le ligand NDF est aussi capable de lier
directement le erbB4. Ce récepteur est exprimé normalement dans plusieurs tissus
humains et dans certaines lignées de cellules mammaires humaines présentant des
carcinomes (Hung et Lau, 1999). Des études indiquent que le erbB4 est exprimé durant le
développement normal des souris et qu’il se retrouve principalement dans le systéme
nerveux central et dans le cceur. Finalement, des données expérimentales ont montré qu’il
y a présence modérée du récepteur erbB4 dans les cellules épithéliales mammaires, dans

les cellules myoépithéliales et épithéliales ductales (Gullick et Srinivasan, 1998). La
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Figure 1.4 présente un résumé schématique des quatre membres de la famille des
récepteurs de facteurs de croissance erbB identifiant les ligands, les domaines et

I’homologie structurale spécifiques a chacun.

1.3.1.2. Caractérisation du récepteur Ah

II existe un autre type de récepteur qui pourrait jouer un rdle fondamental dans les
mécanismes de toxicité des polluants environnementaux, soit le récepteur aux
hydrocarbures polycycliques (AhR), structurellement apparenté aux récepteurs nucléaires.
Le récepteur AhR est un facteur de transcription activé par des ligands qui influence la
transcription de plusieurs génes et médie I’induction des dommages a I’ADN, I’arrét de
croissance et 1’apoptose dans les systémes cellulaires (Jeffy et al, 2002). Des études
rapportent que I’effet toxique de plusieurs contaminants, tels que les HAP, les PCDD et
les PCDF, seraient presque entiérement attribuables a leurs actions sur le récepteur Ah,
protéine présente chez les mammiféres, les oiseaux et les poissons (Clark et al., 1992).
Ces substances et certains congéneres des biphényls polychlorés sont de puissants ligands

et activateurs du récepteur Ah.

11 a été démontré chez la souris que les effets de la 2,3,7,8-TCDD semblent passer
par D’activation du récepteur Ah qui initie une cascade d’événements impliquant
différentes voies de signalisation (protéines kinases, phosphatases, etc.) (Klaassen et al.,
1996; Pohanvirta er al., 1988). En absence de ligand extérieur, le récepteur Ah, sous
forme quiescente, migre du noyau au cytosol lorsque complexé a la protéine de choc
thermique 90 (hsp90) dans le cytosol (Pratt, 1997). La protéine chaperone agit sur des
segments particuliers du récepteur Ah, tels que le b-HLH et le PAS, pour préserver la
capacité d’interaction avec I’ADN, la fonctionnalité¢ du site de fixation du ligand et la
capacité d’hétérodimérisation avec la Arnt (4hR nuclear translocator) (Coumailleau et
al., 1995). La liaison d’un ligand au récepteur augmente le taux d’exportation du
récepteur vers le noyau. La phosphorylation du AhR est importante pour sa fixation a

I’ADN, alors que la phosphorylation de Arnt influencerait sa capacité de dimérisation.

L’activation du signal Ah nécessite la translocation du récepteur vers le noyau et il
y a association protéique subséquente pour former un complexe. Ce dernier influencera

Pexpression des génes via des interactions faites par des xénobiotiques pouvant altérer la
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Figure 1.4. Comparaison schématique des domaines d’homologie présents entre le
récepteur 2 PEGF et les autres membres de la famille des récepteurs de facteurs de

croissance.

Représentation des quatre membres de la famille des récepteurs erbB et de leurs ligands respectifs. Aucun
ligand spécifique n’a été identifié jusqu’a maintenant pour le erbB2 et aucune activité tyrosine kinase n’est
présente chez le erbB3. (Figure inspirée de Dougall et al., 1993 et de Earp et al., 1995)
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structure de la chromatine, ce qui facilitera I’accés aux facteurs de transcription. Par
exemple, les HAP représentent des facteurs de risque potenticls pour la cancérogenese
mammaire. L’exposition aux HAP cible I’expression des protéines régulatrices
impliquées dans la détoxification et la réparation de I’ADN. La susceptibilité des HAP
peut étre influencée par les facteurs endogenes tels que les récepteurs a 1’cestrogene, les
récepteurs Ah, la famille des enzymes P450 et la protéine p53. Ces facteurs peuvent
moduler I’expression du géne de transcription BRCA-1 soit en engendrant la perte
d’expression de ce géne, en empéchant la réparation de I’ADN endommagée ou en
dérégulant le cycle cellulaire, ce qui provoque une transformation néoplasique (Jeffy et

al., 2002).

1.3.1.3. Implication des récepteurs erbB dans le processus de cancérisation

La famille des récepteurs de facteurs de croissance épidermique joue un role
considérable dans la cancérogenése mammaire et dans le développement des métastases.
L’activation de ces récepteurs a activité tyrosine kinase est fortement impliquée dans le
développement et la progression de plusieurs types de cancers humains (Kim et Muller,
1999). L’expression et I’amplification oncogénique ont été étudiées pour définir les
corrélations moléculaires possibles entre le mauvais pronostic et le comportement

clinique du cancer du sein.

Plusieurs études expérimentales suggérent que la famille des récepteurs erbB joue
un role complexe dans la signalisation cellulaire. Comment la liaison d’un ligand a la
partie extracellulaire du récepteur a activité tyrosine kinase peut-elle activer le domaine
catalytique de l’autre coté de la membrane plasmique et amorcer la cascade de
signalisation cellulaire? L’énigme a été résolue lorsqu’on a démontré que la liaison du
ligand EGF (monomére) sur le récepteur de I’EGF provoquait la dimérisation de ce
récepteur en dimére, rendant les deux domaines intracellulaires capables de se
phosphoryler mutuellement sur de multiples résidus tyrosine. Cette liaison semble induire
une modification de conformation de la partie extracellulaire de son récepteur provoquant
ainsi sa dimérisation. Cette transphosphorylation est appelée autophosphorylation car elle

se produit a I’intérieur d’un dimére du récepteur.
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Une des particularités les plus intéressantes des membres de la famille de 'EGF
est leur capacité a interagir entre eux principalement grace a I’hétérodimérisation de leurs
récepteurs respectifs. On définit plus spécifiquement I’hétérodimérisation comme étant un
phénomene initi¢ par la liaison d’un ligand au récepteur causant des liaisons croisées avec
les membres de la famille des récepteurs, erbB par exemple, ce qui crée un systéme
complexe de transduction des signaux. La liaison de leur ligand respectif conduit donc a
la formation d'homodimeéres et/ou d'hétérodimeres de récepteurs et a l'activation des
tyrosine kinases (Suo et al., 2002). Les hétérodimeres retrouvés dans le tissus tumoraux
humains, tels que le EGFR/erbB2, le erbB2/erbB3, le erbB2/erbB4 et le erbB3/erbB4, ont
été identifiés dans la littérature récente; le récepteur erbB2 étant le partenaire le plus
souvent dimérisé (Klapper et al., 1997; Suo et al., 2002). Il est unique en son genre car il
n’a aucune affinité avec un ligand spécifique. Par exemple, les membres de la famille
erbB sont capables de former des hétérodimeres et de se transphosphoryler en présence
du facteur NDF ou de ’EGF. Le ligand NDF peut lier directement le erbB3 et sa
coexpression avec le erbB2 formera un complexe qui reconstitue un récepteur de forte
affinité pour le NDF. Il peut alors stimuler la prolifération des cellules mammaires et

ovariennes (Hung et Lau, 1999).

Une étude de Dougall ef al. (1993) indique qu’un complexe d’hétérodimeres
composé de erbB2 et de EGFR a été détecté chez des cellules cancéreuses mammaires
SKBR-III. L’interaction physique de erbB2 et EGFR promouvoit ainsi I’augmentation de
la prolifération cellulaire. Plusieurs observations récentes ont aussi suggéré le fait que le
récepteur erbB2 peut avoir comme partenaire d’hétérodimérisation le EGFR pour
promouvoir le développement de tumeurs mammaires (Troyer et Lee, 2001). Ainsi, dans
les cellules épithéliales normales ayant un faible niveau de récepteur erbB2, il y a
formation de quelques complexes d’hétérodimeéres avec celui-ci, ce qui résulte en une
croissance normale car la signalisation sera faible. Par contre, dans les cas de tumeurs qui
surexpriment le erbB2, plusieurs complexes hétérodiméres sont formés ce qui provoque
un plus fort potentiel de signalisation intracellulaire et une augmentation de la croissance
maligne (Lohrisch et Piccart, 2001) (voir Figure 1.5). Une fois la formation des

homodimeres ou des hétérodimeéres complétée par la présence de ligands spécifiques et de
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Figure 1.5. Mécanisme de prolifération cellulaire suite 4 un niveau d’expression
faible de erbB2 (A) et élevé de erbB2 (B).

Dans les cellules épithéliales normales, une faible présence de erbB2 et de formation d’hétérodiméres
conduit & une prolifération et & une croissance normale. Dans les cellules tumorales, une surexpression de
erbB2 conduit 3 la formation de plusieurs hétérodiméres créant une prolifération et une croissance
aberrante. (Figure inspirée de Lohrish et Piccart, 2001)
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combinaisons particuliéres, la cascade de signalisation cellulaire peut alors s’amorcer via
un bon nombre de protéines agissant comme second messager (Storlelers et al., 2002).
L’activation de cette cascade ramifie les signaux dans la cellule et affecte le processus de
réarrangement du cytosquelctte et de la transduction du signal (Gullick et Srinivasan,

1998).

Des systémes complexes de protéines de transmission intracellulaires sont
nécessaires au relais. En réponse au signal, ces protéines sont phosphorylées par des
protéines kinases; elles gagnent un ou plusieurs groupements phosphate dans leur état
d’activation et perdent par la suite ces derniers lorsque le signal diminue d’intensité. Elles
entrainent donc généralement une phosphorylation de protéines en aval qui constitue une
cascade de phosphorylation. Les cascades de phosphorylation sont médiées par deux
types principaux de protéines kinases, les kinases a sérine/thréonine qui phosphorylent les
protéines sur des résidus sérine et moins souvent sur des résidus thréonine, et les tyrosine
kinases qui phosphorylent les protéines sur des résidus tyrosine (Alberts et al., 1995;
Yoganathan er al, 2000). La section 1.3.2 présente des exemples de médiateurs

intracellulaires impliqués dans la cancérogenése mammaire.

1.3.2. Médiateurs intracellulaires

Les comportements cellulaires complexes, tels que la survie et la prolifération,
sont stimulés non pas par une seule et unique molécule mais par des combinaisons
spécifiques de molécules. La cellule doit pouvoir intégrer les informations provenant de
molécules informatives différentes pour élaborer sa propre réponse cellulaire, soit pour
vivre ou mourir soir pour proliférer ou pour rester au repos. Cette intégration
d’informations dépend des interactions entre les différentes cascades de phosphorylation
de protéines qui sont activées par les signaux extracellulaires. La plupart des récepteurs
déclenchent une séquence d’événements qui modifient la concentration d’un ou de
plusieurs petites molécules appelées médiateurs intracellulaires ou messagers
intracellulaires (ex., adénosine 5’-monophosphate cyclique (AMPc), les ions calcium,
etc.) qui transmettent le signal intracellulaire. Celles-ci transmettent a leur tour le signal

en modifiant le comportement des différentes protéines cellulaires (Alberts et al., 1995).
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1.3.2.1. La protéine sérine/thréonine kinase Akt/PKB

L’habileté a promouvoir la survie cellulaire suite a une stimulation par un stress a
été attribuée en partie a la signalisation cellulaire de la protéine phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3K)/Akt (Bacus et al., 2002). La protéine Akt/PKB est une sérine/thréonine
kinase et effectrice successive de la PI3K, régulateur majeur de la survie et de la
prolifération cellulaire (Mao et al,, 2000a). 1l existe trois isoformes humaines de la
Akt/PKB, la Aktl/PKBa (prédominante), la Akt2/PKBp et la Akt3/PKBS, toutes les trois
exprimées dans les tissus normaux et tumoraux du poumon, du sein, de la prostate et du
cblon. Plus spécifiquement, une étude de Zinda er al. (2001) montre que Aktl et Akt2
sont exprimés dans les cellules cancéreuses de la prostate et du sein, alors que Akt3 est
exprimé exclusivement dans les cellules de stades plus avancés. Ces trois génes ont plus
de 85% de ressemblance entre leurs séquences et leur organisation structurale. Ces
isoformes sont composées d’un domaine homologue de pleckstrin « pleckstrin
homology » (PH, site de liaison des phospholipides), d’'un domaine catalytique et d’un
fragment régulateur au domaine C-terminal. Ils possédent de plus des résidus sérine et
thréonine qui sont primordiaux pour leur activation (voir Figure 1.6) (Kandel et Hay,

1999).

Pour permettre I’activation de la Akt/PKB, la liaison d’un ligand, tel que le
facteur de croissance ou I’héréguline, au récepteur de facteurs de croissance a activité
tyrosine kinase doit étre complétée; le récepteur est ainsi activé et les résidus tyrosine sont
phosphorylés. 11 a été démontré que la protéine kinase Akt/PKB est une cible de la PI3K
qui permet de réguler les multiples fonctions biologiques (Castoria et al., 2001). Ce
dernier s’est révélé étre un médiateur de grande importance dans le controle de la division
cellulaire et dans la régulation de ’apoptose en plus d’étre considéré comme un des
principaux facteurs intracellulaires responsable de la transmission des signaux

antiapoptotiques et du contrdle de la survie cellulaire (Krasilnikov, 2000).

La formation du complexe composé de la sous-unité régulatrice de la PI3K, la
p85, et de la sous-unité catalytique du récepteur de facteurs de croissance, la p110, est

nécessaire pour I’activation de la PI3K qui formera du PI(3,4,5)-triphosphate. Une fois le
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Figure 1.6. Organisation structurelle des trois isoformes de la protéine Akt/PKB.

Les trois isoformes de la protéine Akt/PKB contiennent un domaine homologue de pleckstrin (PH), un
domaine catalytique et un fragment régulateur a I’extrémité C-terminal (régul.). Les résidus thréonine et
sérine pour la phosphorylation sont nécessaires a I'induction des activités enzymatiques. (Figure inspirée de
Kandel et Hay, 1999)
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PI(3,4,5)-triphosphate produit, celui-ci se lic avec forte affinité au domaine PH de la
forme cytoplasmique dormante de I’Akt/PKB. Cette liaison entraine un changement de
conformation de la protéine qui retourne a la membrane plasmique; ceci expose en retour
les sites de phosphorylation de la Akt/PKB, soit la phosphorylation de PDK1 a T308 du
domaine catalytique et de PDK2 a S473 du domaine C-terminal (Mao et al., 2000a).
L’activation de la Akt/PKB induit son détachement de la membrane plasmique et
provoque sa translocation dans le cytosol et vers le noyau. La protéine Akt a ainsi acces
aux protéines nucléaires cibles et elle régule leurs activités (voir Figure 1.7) (Kandel et

Hay, 1999).

Deux observations majeures suggerent que [’activation de la Akt/PKB est
dépendante de la PI3K. Premiérement, I’activation de la Akt/PKB dépend des résidus
tyrosine Y740 et Y751 du récepteur de facteurs de croissance dérivé des plaquettes
(PDGF) qui lui est identifi¢é comme étant un site de liaison pour la sous-unité régulatrice
p85 de la PI3K. Deuxiémement, les inhibiteurs de la PI3K, la wortmannin et le LY94002,
diminuent I’activation de la Akt/PKB par les facteurs de croissance (Hutchinson et al.,
2001). En effet, une étude démontre qu’une inhibition pharmacologique de la PI3K dans
la lignée de cellules épithéliales mammaires de souris scp2 provoque un désordre des
jonctions adhérentes ce qui suggeére que la PI3K joue un réle dans la morphogenése et
dans la différenciation spécifique des tissus des glandes mammaires (Somasiri et al.,

2000).

L’activité de la Akt/PKB est nécessaire dans la progression du cycle cellulaire en
plus de promouvoir la survie cellulaire médiée par les facteurs de croissance et de bloquer
I’apoptose. De récentes études ont démontré que ’activation de la protéine Akt par la
PI3K provoque premiérement l’inhibition des signaux proapoptotiques tels que les
protéines Bad, Bid et Bik (la sous-famille des BH3), Bax et Bak (sous-famille des Bax),
la caspase 9 et la famille des facteurs de transcription Forkhead et deuxiémement, elle
promouvoit la survie cellulaire par I’activation d’effecteurs antiapoptotiques, tels que le
Bcl-2, Bel-2-x et le régulateur de NF-kB, I’IKK (voir Figure 1.8) (Kandel et Hay, 1999;
Strange ef al., 2001). Une étude récente a démontré la corrélation existante entre ’activité

des récepteurs erbB et le niveau relatif des membres de la famille Bcl-2. En effet, la sur-
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Figure 1.7. Hlustration schématique d’un modéle d’activation de la protéine

Akt/PKB par le facteur de croissance via ses mécanismes de phosphorylation.

(A) La liaison du facteur de croissance au récepteur a activité tyrosine kinase suscite le recrutement et
I’activation de la PI3-kinase. Une fois activée, la protéine PI3K catalyse la production de phosphoinositides
phosphorylés a la position 3. La protéine PI(3,4,5)P3 peut ainsi se lier avec forte affinité au domaine PH de
la Akt/PKB. (B) Cette liaison induit un changement de conformation ce qui en retour expose la Akt/PKB a
la phosphorylation par la PDK1 au site T308 et par la PDK2 au site S473. Subséquemment, la Akt/PKB
activée se détache de la membrane plasmique et se transloque dans le cytosol et vers le noyau. (Figure
inspirée de Kandel et Hay, 1999)
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Figure 1.8. Mécanismes de signalisation de la protéine Akt/PKB impliqués dans la

survie des cellules épithéliales mammaires humaines.

La phosphorylation de la Akt/PKB bloque I’activation de la caspase 9, qui médie la libération du
cytochrome C ce qui entraine la mort cellulaire. Cette protéine intracellulaire promouvoit la survie
cellulaire en augmentant la dégradation de IkB via I’habileté réduite de IKK & phosphoryler IkB ce qui
reliche le NF-kB du cytoplasme vers le noyau. L’activation de la Akt/PKB cause une séquestration
cytoplasmique et une inhibition de Forkhead, un facteur de transcription impliqué dans la régulation de
I’expression du ligand Fas (FasL). Finalement, la phosphorylation de la Akt inhibe I’activité de Bad ce qui
permet I’hétérodimérisation des membres Bcl-2 et de Bcl-x avec Bax (médiateur permettant de promouvoir
’apoptose). (Figure inspirée de Strange er al., 2001)
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expression de erbB2 dans les cellules épithéliales mammaires humaines tumorales, les
MCF-7, provoque une augmentation importante du niveau d’expression des membres

antiapoptotiques Bcl-2 (Danielsen et Maihle, 2002).

L’inhibition des effecteurs proapoptotiques par la PI3K et la Akt suggére
clairement leur implication dans le développement mammaire anormal et dans la
pathogenése du cancer du sein (Datta et al., 1999; Hutchinson ef al., 2001). Une étude de
Danielsen et Maihle (2002) démontre que dans les cellules cancéreuses de la prostate, la
formation d’homodimeres de erbB2 provoque une activation de la voie de signalisation de
la PI3K/Akt conduisant a la survie cellulaire. De plus, des recherches ont indiqué que les
récepteurs erbB-3 et erbB4 représentent des sites majeurs de liaison pour la protéine PI3K
et que la stimulation de NDF cause une activation de la signalisation de PI3K et de la
phosphorylation de Akt chez les cellules MCF-7. La littérature mentionne aussi qu’une
surexpression et une amplification du récepteur erbB2 chez les cellules mammaires
cancéreuses BT474 engendrent une hausse significative de I’expression de la Akt2 (Bacus
et al, 2002; Liu et al, 1999). Ces découvertes suggérent I’'implication directe de
I’activation de la PI3K/Akt dans la cascade de signalisation provoquée par
’hétérodimérisation de certains membres de la famille erbB surexprimés dans les cellules

du cancer du sein.

En somme, ces résultats supportent 1’hypothése que 1I’expression et 1’activation de
la cascade de signalisation de PI3K/Akt sont capables d’altérer la survie des cellules
épithéliales mammaires en inhibant I’apoptose et en contribuant au développement

néoplasique des cellules mammaires.

1.3.2.2. La protéine « Integrin-Linked Kinase » ILK

La croissance normale et le développement des cellules épithéliales mammaires
dépendent des interactions entre les cellules et leurs matrices extracellulaires adjacentes
(adhésion cellule-cellule). Ces interactions sont médiées par les récepteurs de la famille
des intégrines qui jouent un réle dans la modulation des aspects mécanistiques de
I’adhésion cellulaire, tels qu’un assemblage ou un remodelage de la matrice
extracellulaire (ECM) aussi bien qu’une promotion de la prolifération, de la

différenciation et de la survie des cellules épithéliales. Les intégrines représentent une
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grande famille de protéines hétérodimériques transmembranaires qui médient plusieurs
interactions. Les sous-unités glycoprotéiques o et B de la partie extracellulaire des
intégrines se lient aux protéines de la matrice cellulaire. Les intégrines sont nécessaires
pour la liaison de la cellule a la matrice extracellulaire (Zervas et al., 2001). Une fois
regroupées, elles générent des signaux intracellulaires en initiant 1’assemblage d’un
complexe de signalisation sur la face cytoplasmique de la membrane plasmique, par une
voie semblable & celle utilisée par les récepteurs des facteurs de croissance a activité

tyrosine kinase (Alberts et al., 1995).

Un des effecteur proximal de la signalisation de I’intégrine est la « Integrin-
Linked Kinase » (ILK), une protéine sérine/thréonine kinase d’un poids moléculaire de 59
kDa qui interagit avec le domaine cytoplasmique 1 et B3 des sous-unités intégrines. La
protéine ILK est un médiateur intracellulaire de la signalisation cellulaire des intégrines et
des facteurs de croissance d’une maniére PI3K dépendante (White ef al., 2001). Elle est
localisée au niveau des adhésions focales et fibrillaires, ce qui contribue directement aux
mécanismes d’adhésion cellulaire, d’extension et d’assemblage entre les matrices. Elle se
lie avec la PINCH, une protéine focale de cinq domaines LIM (régule les facteurs de
transcription Lin-1, Isl-1 et Mec-3) (Lin et al., 2000). La liaison PINCH-ILK est médiée
par le domaine N-terminal ankyrine (ANK) de la ILK et le domaine LIM-1 de la protéine
PINCH. La ILK interagit aussi avec la CH-ILKBP, une protéine focale d’adhésion de
liaison a I’actine qui contient deux domaines « calponin homology » (CH). L’interaction
de la ILK et de CH-ILKBP est permise par I’interaction du domaine kinase C-terminal de
la ILK au domaine CH2 de CH-ILKBP. De plus, I’affixine et la paxilline sont deux
protéines capables de lier directement le domaine kinase de la ILK via les sites CH2 et

LD1 respectivement (Wu et Dedhar, 2001).

Ces interactions simultanées sont médiées par deux domaines séparés (le N- et le
C- terminal) de la ILK ce qui a pour but de former un complexe cellulaire stable PINCH-
ILK-CH-ILKBL. La formation de ce complexe facilite la localisation de PINCH, de la
ILK et de CH-ILKBP aux sites de contact entre les cellules. Ce complexe joue ainsi un
role crucial dans la connexion physique entre les récepteurs transmembranaires, tels que
les intégrines et les filaments d’actine. La ILK participe donc au contrdle de la survie, de

la différenciation et de la prolifération des cellules par la signalisation cellulaire (voir
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Figure 1.9) (Wu, 2001; Wu et Dedhar, 2001). La protéine ILK, une fois couplée aux

intégrines et aux récepteurs de facteurs de croissance, engendre une cascade de

signalisation impliquée dans la suppression de I’apoptose et dans la promotion de la
survie cellulaire via la phosphorylation de la prot¢ine Akt/PKB au site sérine 473 (Kandel
et Hay, 1999; Lynch et al., 1999) et via la protéine glycogene synthase kinase 3 (GSK-3).
La GSK-3 est régulée négativement d’une maniere dépendante de la PI3K et elle
représente un élément critique de la voie de signalisation de Wnt (Delcommenne et al.,
1998). L’activation de la ILK dépendante de la PI3K régule la Akt/PKB par la

phosphorylation de celle-ci au site sérine 473.

La ILK peut aussi phosphoryler et inhiber 1’activité de la protéine kinase GSK-3
au site sérine 9 ce qui provoque une activation du complexe B-caténine/LEF-1 en plus
d’une activation du facteur de transcription AP-1. En grande partie, ’architecture des
tissus est régulée par les molécules d’adhésion cellulaire qui médient les interactions entre
les cellules et les interactions entre les cellules et la ECM (Somasiri ef al., 2001). Des
études effectuées chez les souris immunodéficientes ont démontré que la surexpresssion
de la ILK dans les cellules épithéliales mammaires et intestinales engendre la
tumogénicité, la survie cellulaire et une augmentation de l’invasion de la matrice
extracellulaire (ECM). Il a été démontré que la ILK induit ’expression de la matrice
métalloprotéase 9 (MMP-9) dépendante du facteur de transcription AP-1. Les
métalloprotéases font partie d’une large famille d’endopeptidases dépendantes du zinc
capable de dégrader, entres autres, les composantes de la matrice extracellulaire. En plus
d’étre nécessaire a plusieurs processus physiologiques, la dégradation de ’ECM est aussi
impliquée dans I’invasion tumorale, les métastases et I’angiogénése. Ainsi, une
augmentation de I’expression des MMP est associée avec I’invasion tumorale des tumeurs

malignes (Troussard et al., 2000).

Une étude de Dedhar (2000) démontre que la surexpression de la ILK dans les
cellules épithéliales intestinales de rat et dans les cellules épithéliales mammaires de
souris conduit 4 une perte d’adhésion cellulaire entre les cellules et conduit a une
diminution des interactions cellulaires. Une perte d’adhésion cellulaire est le résultat

dramatique d’une diminution de I’expression entre autre de la cadhérine E accompagnée
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Figure 1.9. Interactions de la protéine ILK et signalisation cellulaire médiée par la
ILK.

La ILK se lie 4 I’intégrine via la sous-unité B cytoplasmique. Le domaine terminal ankyrine (ANK) de la
ILK interagit avec PINCH avec forte affinité au domaine LIMI alors que le domaine kinase terminal de la
ILK lie la portion CH2 de la CH-ILKBP, une protéine d’adhésion focale liant I’actine. L’affixine, une
protéine relativement reliée a la CH-ILKBP, se lie au domaine kinase de la ILK via son site CH2 alors que
la paxilline se lie via son domaine LDI1. La CH-ILKBP, la paxilline et d’autres protéines liant la ILK se
joignent directement ou indirectement aux filaments d’actine. La formation du complexe PINCH-ILK-CH-
ILKBP facilite la localisation de ceux-ci aux sites de contacts des membranes extracellulaires. (Figure
inspirée de Wu, 2001 et de Wu et Dedhar, 2001)
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d’une translocation de la B-caténine dans le noyau qui elle régulera I’expression de la
cycline DI impliquée dans la régulation du cycle cellulaire (Yoganathan et al., 2000). La
translocation de la B-caténine est induite par la signalisation de Wnt via la protéine ILK,
par la perte d’un gene suppresseur de tumeur dans certaines tumeurs ou par la présence de
mutations au niveau du domaine N-terminal. Par contre, I’activité de la ILK est régulée
négativement par 2 phosphatases: soit la PTEN, une phosphatase lipidique ayant un role
de suppresseur de tumeur via la déphosphorylation du PI 3,4,5-triphosphate en PI 4,5-
biphosphate (PTEN est muté ou absent dans 60% des cancers) et la protéine phosphatase
PP2C appelée ILKAP (voir Figure 1.10) (Wu et Dedhar, 2001).

En somme, les altérations phénotypiques de 1’expression ou de I’activation de la
ILK dans les cellules épithéliales peuvent contribuer aux transformations oncogéniques,
telles que l’augmentation de la croissance cellulaire, la suppression de I’apoptose,
I’augmentation de I’invasion de la matrice extracellulaire et la tumorigénicité dans les
« nude mice ». Le réle crucial de la ILK dans la cancérogenése est supporté par des
données expérimentales indiquant qu’une inhibition de la ILK induit I’apoptose lorsque
les cellules présentent une activation de la Akt/PKB. La ILK peut donc contrdler les
activités de signalisation conduisant a une stimulation des effecteurs kinases et des
facteurs de transcription soit en activant ou en éliminant I’expression des genes codant

pour des protéines impliquées dans la régulation de la survie et du cycle cellulaire.

1.3.2.3. Les protéines d’adhésion cellulaire

Comme vu précédemment, les cellules contiennent des molécules d’adhésion qui
servent d’éléments permettant I’intercommunication et 1’établissement de contact entre
les cellules épithéliales et myoépithéliales. Dans les tissus, les cellules sont relies les
unes aux autres par la matrice extracellulaire au niveau des sites de contact particuliers
appelés jonctions cellulaires; celles-ci sont regroupées en trois classes fonctionnelles soit
les jonctions imperméables, les jonctions d’ancrage et les jonctions communicantes. Plus
spécifiquement, il sera question dans cette section des jonctions d’ancrage qui ont comme
fonction principale d’attacher mécaniquement les cellules (et leur cytosquelette) a leurs
voisines ou a la matrice extracellulaire. Elles existent sous deux formes structurellement

et fonctionnellement différentes, soient les jonctions adhérentes ou les desmosomes et les
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Figure 1.10. Signalisation cellulaire activée par la ILK dans la cancérogenése.

La PTEN et la ILKAP régulent négativement I’activation de la [ILK. La ILK activée peut directement
phosphoryler les protéines Akt/PKB et la GSK-3. La phosphorylation de la Akt/PKB par la ILK contribue a
la suppression de I’apoptose. L’inhibition de la GSK-3 conduit a une stabilisation de la B-caténine et  la
stimulation de I’activité de AP-1. Ce dernier stimule "expression de la MMP-9. L’activation des caténines
via la ILK et la GSK-3 contribue 4 la surégulation de la cycline D1. Ces voies de signalisation conduisent
donc a I’invasion proliférative des cellules, au développement de I’angiogénése et & la suppression de
’apoptose. (Figure inspirée de Wu et Dedhar, 2001)
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hémidesmosomes. Lcs jonctions adhérentes sont des sites de liaison pour les filaments
d’actine, alors que les desmosomes et les hémidesmosomes sont des sites de liaison pour

les filaments intermédiaires (Alberts ef al., 1995).

Pour former une jonction, les cellules doivent dans un premier temps adhérer entre
elles au moyen de molécules d’adhésion cellulaire « cell-cell adhesion molecule, CAM »
telles que les cadhérines. Les cadhérines sont impliquées dans ’adhésion intercellulaire
par la formation des jonctions d’ancrage d’une maniére Ca**-dépendante (Nagae ef al.,
2002). Les trois premiéres cadhérines découvertes ont été nommeées en fonction du type
de tissu dans lequel elles ont été identifiées, soit la cadhérine E présente a la surface de
nombreux types de cellules épithéliales, la cadhérine N sur les cellules nerveuses,
cardiaques et cristallines et la cadhérine P sur les cellules du placenta et de I’épiderme.

Plusieurs autres nouveaux types de cadhérines ont été découverts (Alberts ef al., 1995).

La cadhérine E (également appelée uvomoruline) est la cadhérine la mieux
caractérisée. Elle représente les forces majeures permettant 1’adhésion entre deux cellules.
La cadhérine E est une glycoprotéine transmembranaire qui médie ’adhésion cellulaire
dépendante du calcium entre les cellules épithéliales. Cette protéine d’un poids
moléculaire de 120 kDa posséde un domaine extracellulaire composé de cinq domaines
similaires, un domaine transcellulaire et un domaine intracellulaire qui interagit avec
’actine par I’intermédiaire d’un bon nombre de protéines d’attachement intracellulaires,
telles que les caténines o, B et y (voir Figure 1.11) (Alberts et al., 1995; Jiang et Mansel,
2000). Elle forme un « zipper » avec les autres cadhérines E localisées dans les jonctions
adhérentes entre les domaines extracellulaires des cellules adjacentes. Le domaine
intracellulaire de la cadhérine E interagit avec I’actine du cytosquelette via un complexe
protéique contenant la a-caténine, la B-caténine et la §-caténine; les caténines sont des
protéines cytoplasmiques qui interagissent avec le domaine intracellulaire des molécules
cadhérines (Anastasiadis et Reynolds, 2000). Plus particulicrement, la B-caténine agit
comme pont moléculaire entre le domaine cytoplasmique de la cadhérine E et d’autres
protéines jonctionnelles, telles que la a-caténine qui se lie a I’actine et est primordiale
pour conserver 1’intégrité des jonctions adhérentes. Ce complexe permet la formation des

jonctions adhérentes, qui elles constituent les éléments critiques pour la régulation de
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Figure 1.11. Représentation schématique d’une molécule de cadhérine classique.

La partie extracellulaire de la protéine est repliée en cinq domaines similaires dont trois d’entres eux
contiennent des sites de liaison aux ions Ca®". Il est probable que le domaine extracellulaire le plus éloigné
de la membrane plasmique participe a I’adhérence intercellulaire. La queue cytoplasmique interagit avec le
cytosquelette d’actine par I’intermédiaire d’un certains nombre de protéines d’attachement intercellulaires
telles que les caténines o, P et y. La molécule x représente les protéines d’attachement non caractérisées
impliquées dans le couplage des cadhérines aux filaments d’actine. (Figure inspirée de Alberts et al., 1995
et de Jiang et Mansel, 2000)
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I’histogénése des tissus, de leur stabilité et de leur différenciation. Dans les glandes
mammaires, des facteurs micro-environnementaux peuvent désassembler les jonctions
adhérentes ce qui impliquera d’importants changements morphogéniques. Un désordre
permanent des jonctions adhérentes contribue fortement a I’invasion cellulaire des

carcinomes mammaires et aux métastases (van de Wetering et al., 2001).

Plusicurs éléments des différentes cascades de signalisation peuvent influencer la
migration cellulaire et I’adhésion intercellulaire. Un désordre au niveau des interactions
cadhérines-caténines tend a augmenter les B-caténines libres dans le cytosol, ce qui
augmente la disponibilité de cette protéine pour des interactions tumorigénes potentielles
avec le complexe cytoplasmique T cell factor (TCF)/lymphoid enhancer factor (LEF). Ce
mécanisme est impliqué dans certains types de cancer, tels que le cancer du cdlon et le
mélanome (Hollmann er al.,, 2001). La B-caténine régule la signalisation de Wnt. Les
génes Wnt sont reconnus pour leur implication dans le développement embryonnaire et
spécialement dans I’oncogenése (Wong et al., 2002). La signalisation de Wnt participe a
la croissance, la prolifération, la morphologie, la motilité et au développement des
organes. Sans Wnt, I’adenomatous polyposis coli (géne suppresseur de tumeur, APC) et
I’axine forment un complexe qui se lie a la GSK-3. La phosphorylation du APC
augmentera son affinité pour la B-caténine libre. Ce complexe sera par la suite dégradé
par les protéosomes. Par contre, lorsque Wnt est actif, celui-ci interagit avec son récepteur
de la famille « Frizzled », ce qui déphosphoryle la protéine GSK-3 et antagonise I’action
du complexe APC-axine-GSK-3 sur la B-caténine. Une fois la voie stimulée, la B-caténine
s’accumule dans le cytoplasme, s’associe avec le complexe TCF/LEF et subséquemment
se transloque vers le noyau. Le complexe TCF/LEF/B-caténine se lie par la suite a ’ADN
et influence négativement la transcription et ’expression de génes spécifiques, tels que
celui de la cycline D et de myc impliqués dans la régulation cellulaire (voir Figure 1.12)
(Jankowski ef al., 1997; Jiang et Mansel, 2000; Persad et al., 2001).

Des anomalies au niveau de I’expression de la cadhérine E ont été observées et
caractérisées dans le cancer du sein. En effet, plusieurs changements peuvent survenir
durant la formation du complexe impliquant la cadhérine, tels qu’une diminution du

niveau de la cadhérine elle-méme, une localisation anormale et une présence de mutations
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Figure 1.12. Signalisation cellulaire de la B-caténine en absence (A) ou en présence
de Wnt (B).

(A) En absence de Wnt, la protéine GSK-3 activée et I’APC se lient a la B-caténine cytoplasmique libre. Ce
complexe sera dégradé par les protéosomes. (B) En présence de Wnt, la GSK-3 inactivée et I’APC muté
seront incapable de lier la B-caténine. Il y a aura accumulation de celle-ci dans le cytosol qui se liera au
complexe LEF/TCF. Ensemble, ils agiront comme cofacteur pour la transcription de génes dans la
régulation négative de I’expression de la cadhérine E (+ indique une stimulation de la voie de signalisation).
(Figure inspirée de Jankowski ef al., 1997 et de Jiang et Mansel, 2000)
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chez celle-ct; des mutations et des niveaux anormaux de la a-caténine, des changements
au niveau des partenaires de liaison de la B-caténine et des changements dans la
phosphorylation des protéines sont aussi identifiés dans le développement de cancer. Ces
modulations suggerent fortement que le complexe de la cadhérine E est directement
impliqué dans la transition d’une tumeur bénigne en tumeur maligne. De plus, il est connu
que le niveau de la cadhérine E, de méme que celui des caténines, est réduit et perdu dans
les cas de cancer du sein. La modulation de la cadhérine E peut donc étre considérée
comme un marqueur de mauvais pronostic (Jiang et Mansel, 2000). Il a été démontré par
I’équipe de Novak et al. (1998) que la ILK peut influencer directement 1’expression de la
cadhérine E. En effet, cette étude montre qu’une surexpression de la ILK provoque une
inhibition de 1’adhésion cellulaire des cellules épithéliales intestinales et mammaires de
souris par une diminution de I’expression de la cadhérine E, résultant de la translocation
de la B-caténine dans le noyau et par I’activation du complexe LEF-1/B-caténine. Plus
spécifiquement, la stabilit¢ de la PB-caténine est régulée par la phosphorylation de la
protéine GSK-3. Lorsque I’activité de la GSK-3 est inhibée, comme dans le cas de la
signalisation de Wnt, la B-caténine ne devient plus phosphorylée et s’accumule dans le
cytoplasme et dans le noyau. La surexpression de la ILK peut aussi inhiber I’activité de la
GSK-3 et provoquer une accumulation de la B-caténine dans le noyau. La ILK induit

donc une augmentation de I’invasion tumorale, ce qui fait de lui un protooncogéne.

1.3.2.4. Intégration des mécanismes antiapoptotiques régulés par les récepteurs erbB

Suite a la documentation de la famille des récepteurs de facteurs de croissance et
des multiples médiateurs intracellulaires, il est maintenant possible de clarifier leur
implication au niveau de la régulation des mécanismes apoptotiques. Tel que mentionné
précédemment, 1’apoptose joue un rdle prépondérant dans le développement de
I’organisme, dans les fonctions du systéme immunitaire et dans I’élimination des cellules
endommagées, malades ou non nécessaires. Ce processus de mort cellulaire programmée
est initié par des stimuli extracellulaires qui transmettent leurs actions & la membrane
plasmique via des récepteurs, tels que le Fas et le « tumor necrosis factor receptor-1 »
(TNFR-1) qui transduisent des signaux intracellulaires. Alors que le récepteur Fas initie

I’apoptose via I’activation de la caspase initiatrice, la caspase-8, le récepteur TNFR-1,
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activé par le TNF-a, engendre plusieurs cascades enzymatiques effectrices. Une fois la
cascade de signalisation initiée, plusieurs médiateurs intracellulaires sont responsables de

la transduction des signaux (Danielsen et Maihle, 2002).

Le NF-«kB est un exemple d’effecteur capable d’induire la transcription de
plusieurs protéines de survie incluant les membres antiapoptotiques de la famille Bcl-2
aussi bien que les inhibiteurs d’apoptose (IAPs), protéines liant et inactivant les membres
de la famille des caspases. Le NF-kB est un facteur de transcription qui joue un role
majeur dans l’inflammation, dans la survie cellulaire, la transformation et dans
I’oncogenese (Danielsen et Maihle, 2002). Il représente un complexe hétérodimérique de
la famille des proté¢ines Rel qui est physiquement confiné dans le cytoplasme des cellules
normales a travers son interaction avec I'inhibiteur kappa B (IkB). Suite a une
exposition des cellules aux facteurs de croissance et aux cytokines, tels que I’EGF,
Pinterleukine 1 (IL-1) et le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a), une série
d’événements de signalisation ciblent la protéine IkB pour la dégradation et la
translocation de NF-kB dans le noyau. Le NF-xB se lie donc a I’ADN et active
I’expression des génes impliqués dans I’inflammation, le cycle cellulaire, 1’invasion, le
développement de métastases et dans les mécanismes d’angiogénése et antiapoptotiques.
Une équipe a démontré I’activation constitutive de la protéine NF-kB dans une variété de
cancers; étant active dans les cellules cancéreuses du sein, la protéine NF-kB engendre
I’augmentation de I’expression des génes prométastatiques et antiapoptotiques. De plus, il
a été démontré que les récepteurs erbB surexprimés dans les cellules mammaires
cancéreuses jouent un role dans I’activation constitutive de NF-kB (Bhat-Nakshatri ef al.,

2002).

La famille des protéines Bcl-2 est impliquée dans la régulation du cytochrome c
par les mitochondries. Elle est composée de 15 membres et est subdivisée en deux sous-
groupes, soient les membres proapoptotiques (Bax, Bad, Bak, Bid) ou les membres
antiapoptotiques (Bcl-2, Bcl-x) et ce, dépendant du niveau relatif des membres a
Iintérieur de la cellule. Par exemple, les cellules surexprimant la Bcl-2 ou la Bcl-x sont
résistantes aux signaux apoptotiques alors que I’expression élevée des protéines Bad et

Bax dans les cellules induit I’apoptose. Des études ont démontré une corrélation entre
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Pactivité des récepteurs de la famille erbB et la régulation des niveaux relatifs de la
famille Bcl-2. En effet, une étude sur la lignée de cellules mammaires humaines
tumorales, les cellules MCF-7, a indiqué qu’une surexpression du récepteur erbB2
provoque une augmentation de 3 a4 6 fois du niveau d’expression des protéines Bcl-2 et
Bcl-x. La régulation des membres antiapoptotiques de la famille Bcl-2 par la signalisation
des récepteurs erbB est réalisée par 2 mécanismes cellulaires distincts: soit via
’activation du facteur de transcription STAT-3 ou via I’activation de la PI3K ou de la
protéine kinase activée par les mitogénes (MAPK). La protéine PI3K peut étre activée
soit en se liant directement aux récepteurs erbB3 ou erbB4 ou soit via I’activation de Ras.
Par la suite, la PI3K peut activer une protéine kinase multifonctionnelle telle que la Akt.
Cette protéine semble réguler négativement la protéine proapoptotique Bad via la
phosphorylation des résidus sérine 112 et 136. En somme, les récepteurs erbB modulent
’expression et la localisation des membres de la famille Bcl-2 qui promouvoient la survie
cellulaire; DPactivation des erbB conduit a [I’induction de plusieurs signaux
antiapoptotiques tels que la voie de signalisation de la PI3K, de la Akt et de la protéine

Bad ou via la signalisation de la protéine MAPK et de Bad (Danielsen et Maihle, 2002).
1.3.2.4.1. Altérations enzymatiques dans la télomérase

La présence de modifications au niveau des différentes voies de signalisation
cellulaire est ’'une des multiples explications qui permet une meilleure compréhension
des mécanismes impliqués dans la cancérogenése. Ces signaux intracellulaires semblent
pouvoir agir directement sur les génes des cellules précancéreuses favorisant la croissance

anarchique.

Le matériel génétique des cellules eucaryotes est dispersé sur plusieurs
chromosomes linéaires. Des problémes se posent pour protéger une cellule en croissance:
comment protéger I’extrémité de ’ADN de la dégradation et de la fusion tout en
répliquant cette extrémité terminale de 'ADN (Meyerson, 2000). Les télomeres,
terminaisons physiques des chromosomes eucaryotes, jouent un role clé dans le maintien
de Pintégrité structurale des chromosomes, soit en médiant les processus de réplication
chromosomique ou en régulant la croissance et le temps de vie cellulaire. Plus les cellules

se divisent, plus les téloméres rapetissent.
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Les télomeres sont contrdlés par une polymérase d’ADN trés spécialisée, nommée
télomérase, qui est activée dans plusieurs cancers humains et dans les lignées de cellules
immortelles. Elle empéche les téloméres de se raccourcir; les cellules peuvent donc se
multiplier indéfiniment (Greider et Blackburn, 1996). Plusieurs évidences indiquent que
la télomérase est régulée réversiblement. La protéine Akt/PKB est responsable de la
régulation de la télomérase. Elle phosphoryle les résidus sérine 824 du peptide « human
telomerase reverse transcriptase » (hTERT), élément essentiel pour I’activation de la

télomérase ce qui stimule I’activité télomérase.

L’inhibition de I’activité télomérase est accompagnée d’un raccourcissement des
téloméres ce qui compromet la croissance des cellules (Greider et Blackburn, 1996; Liu,
1999). Une étude de Liu et al. (1999) montre que I’activité télomérase est indétectable
dans plusieurs cellules somatiques normales humaines, alors que dans plus de 85% des
cas de cancers humains I’activité de la télomérase est trés élevée. D’autres données
scientifiques confirment une haute fréquence de I’activité de la télomérase dans les
tumeurs (Voet et Voet, 1998). En effet, I’utilisation de la télomérase comme outil de
diagnostic de cancer peut étre intéressante, mais semble limitée par la présence fréquente
de activité de la télomérase dans une variété de tissus et de cellules normales. La vaste
majorité des cancers du sein démontre une activité de la télomérase. Trois études
indépendantes ont montré que 79% a 95% des échantillons de carcinomes mammaires
étaient pourvus d’activité télomérase contrairement a seulement 11% a 45% chez des
échantillons de fibroadénomes (Bednarek et al., 1997; Hiyama et al., 1996; Nawaz et al.,
1997). Des facteurs exogénes, tels qu’un niveau élevé d’exposition aux rayons du soleil,
aux ultraviolets et aux rayons X, induisent 1’activation de la télomérase. Cette enzyme
modulée par certains médiateurs cellulaires représente donc un mécanisme d’importance

dans la cancérogenése mammaire.
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1.4. Hypothéses et objectifs de recherche

Suite a la lecture des sections précédentes, plusieurs problématiques peuvent étre
mises en évidence. Tout d’abord, la cancérogenése mammaire est un phénoméne
complexe et multifactoriel. Un mélange d’agonistes du AhR et I"HCB sont des polluants
trés présents dans !’environnement et leur implication, de prés ou de loin, dans le
développement des tumeurs mammaires a été démontrée dans la littérature. En effet, une
exposition involontaire a ces contaminants pourrait initier un déréglement de
I’homéostasie chez les cellules épithéliales mammaires humaines. Ces modifications
cellulaires pourraient alors entrainer certaines cellules dans le processus de

cancérogenese.

La signalisation cellulaire est un phénomene qui implique de multiples médiateurs
cytoplasmiques, tels que la protéine sérine/thréonine kinase Akt/PKB, la ILK, ainsi que
des protéines impliquées dans la communication intercellulaire. Suite a une stimulation
exogéne, des changements survenant au niveau des voies de signalisation peuvent
perturber les signaux intracellulaires engagés dans les mécanismes de régulation de la

prolifération, de I’apoptose et de la communication cellulaire.

L’objectif principal de ce projet de recherche est d’examiner si des organochlorés
de types épigénétiques sont susceptibles de provoquer des modifications cellulaires, plus
particuliérement au niveau des voies de signalisation des cellules épithéliales mammaires
humaines non tumorales. Cette recherche vise principalement & déterminer I’effet toxique
du mélange d’agonistes du AhR et de I’HCB sur les membres erbB et erbB2 de la famille
des récepteurs de facteurs de croissance a activité tyrosine kinase et sur les niveaux
d’expression et de phosphorylation de certains médiateurs intracellulaires, tels que les
protéines Akt/PKB, ILK et cadhérine E. Des traitements a court (10 ou 30 min) et a long
terme (15 et 40 passages) a ces contaminants environnementaux ont été réalisés sur deux

lignées de cellules en culture, les MCF-10A et les MCF-12A, et des analyses de leurs

niveaux protéiques ont été effectuées par immunobuvardage et par immunoprécipitation.
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CHAPITRE 2

Matériel et méthodes

2.1. Matériel

La provenance de chacun des produits utilisés dans cette recherche est indiquée au

Tableau 1. Les produits présentés ont un degré de pureté supérieur a 97%.

2.2. Méthodes

La culture cellulaire est une approche expérimentale qui requiert un travail en
milieu stérile. Deux lignées de cellules épithéliales mammaires humaines non tumorales,
les lignées MCF-10A et MCF-12A (American Type Culture Collection; Rockville, MO),
ont été utilisées (Paine ef al., 1992; Soule et al., 1990).

2.2.1. Décongélation des cellules

Pour effectuer les expérimentations, les échantillons cellulaires utilisés doivent
étre avant tout dégelés selon le protocole suivant: les vials, préalablement conservés dans
I’azote liquide, sont décongelés dans un bain a 37°C jusqu’a disparition du dernier
glagon. Un volume de 9 ml de milieu de culture est ajouté au contenu du vial (1 ml) pour
permettre la dilution cellulaire. Aprés agitation de la préparation, un test de viabilité des
cellules (voir section 2.2.2) est effectué. Une centrifugation du tube pendant 10 min a
1000 rpm est alors effectuée. Une fois le surnageant retiré, une certaine quantité de milieu
de culture normal est ajouté au culot; ce volume de 4 ou de 8 ml de milieu normal est
déterminé en fonction de la quantité de cellules présente et du résultat du test de viabilité
qui consiste 4 déterminer le pourcentage de viabilité des cellules dans la suspension. Le
culot de cellules dans le milieu est alors resuspendu et transféré en entier dans un pétri de
10 cm de diamétre avec le milieu de culture qui est ensuite déposé dans un incubateur a

37°C contenant 5% de CO, en milieu humidifié.
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Produits

Compagnies

“Lignées MCF-10A et MCF-12A

Milieu de culture DMEM-F12, EGF, insuline, DMSO, HEPES,
Tween 20, glycérol, solution dc Bradford, NaCl, aprotininc,
sodium orthovanadate, 1,4 dithiothreitol (DTT), SDS, Tris-
Base, acide ac¢tique, Tris-HCI, bleu de trypan

HCB (>99%)
Triton X-100, CaCl,
Meéthanol, B-mercaptoéthanol

Trousse de chemiluminescence, albumine sérique de beeuf
(BSA), bille d’agarose A

Anti-erB-2/HER-2, anti-phospho-ErbB2/HER-2 (Y 1248), anti-
EGFR receptor, anti-ILK, anti-Aktl/PKBa, anti-sheep IgG-
HRP

Anti-phospho-EGFR, E-cadherin (H108), anti-actin (I-19),
anti-goat-IgG-HRP, anti-rabbit [gG-HRP

Anti-phosphoserine

Anti-Akt/PKB pS*”® phosphospecific

Mélange d’agonistes du AhR, OCDD

MgCl,, EDTA, glycine, rouge de Ponceau, membrane de
nitrocellulose

Hydrocortisone, sérum de cheval, toxine de chloléra,
trypsine/EDTA

Pénicilline, streptomycine

~ American Type Culture
Collection
(Manassas, VA)

Sigma
(Saint Louis, MO)

Aldrich Chemical
(Oakville, ON)

Biopharm
(Laval, QC)

Caledon
(Georgetown, ON)

Roche
(Laval, QC)

Upstate Biotechnology
(Lake Placid, NY)

Santa Cruz
Biotechnology
(Santa Cruz, CA)

Chemicon International
(Temecula, CA)

Biosource Internationa
(Nivelles, Belgique)

Wellington Laboratories
(Guelph, ON)

Fisher
(Nepean, ON)

Gibco
(Burlington, ON)

Bio Media
(Drummondville, QC)

Tableau 1. Provenance des produits utilisés dans les expérimentations.

53



2.2.2. Test de viabilité cellulaire

Le test de viabilité cellulaire permet de vérifier si les cellules décongelées ont été
affectées par la congélation suite a une observation en microscopie optique. Cette
méthodologie s’effectue en déposant, dans les chambres d’un hémacymeétre, une quantité
équivalente de suspension cellulaire et de bleu de trypan. Celui-ci pénétre et colore le
cytoplasme des cellules mortes, alors que les cellules vivantes restent imperméables au
produit (cellules blanches). Le dénombrement des cellules mortes et vivantes est alors

possible pour effectuer I’équation suivante:

M.
V,

hémacymeétre

xD N
\Y/

suspension  cellulaire

vivantes cellules vivantes

ol Meituies vivantes €5t 1a moyenne des cellules vivantes, D le facteur de dilution, Vigmacymetre
le volume présent dans une chambre de I’hémacymeétre, Neeliuics vivanies 1€ nombre total de
cellules vivantes et Vgyspension cellulaire 1€ VOlume total de la suspension cellulaire. Dans cette

expérience, D est évalué a 2 alors que Viemacymewe €5t de 0,1 pl. Ainsi, on obtient:

Viabilité cellulaire (%) = Mot vivames x100

cellules

0U Mceiiules vivantes €St 12 moyenne des cellules vivantes et Neenies €5t le nombre total de

cellules (mortes et vivantes).
2.2.3. Préparation des milieux de culture

2.2.3.1. Préparation du milieu de culture normal

De fagon routiniére, la culture cellulaire des deux lignées utilisées est effectuée
dans des conditions semblables, soit dans un milieu de DMEMF-12 sans rouge phénol
supplémenté avec 20 ng/ml d’EGF (0,01%), 10 mg/ml d’insuline (0,1%), 5% de sérum de
cheval, 1% d’une solution de pénicilline/streptomycine, 0,1% d’hydrocortisone et 0,01%
de toxine de choléra.

Les deux lignées cellulaires sont cultivées dans des pétris de 10 cm de diamétre au
nombre de 10 000 cellules par centimétre carré déterminé suite a un décompte cellulaire

(voir section 2.2.5). Les cellules sont mélangées & 8 ml de milieu de culture et sont
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incubées a 37°C en milieu humidifié contenant 5% de CO,. A confluence d’environ 80%,
les cellules sont récoltées et réensemencées (passage cellulaire) au moins deux fois par
semaine a I’aide d’un mélange de trypsine / EDTA 0,25% qui permet de faire décoller les
cellules adhérées au fond du pétri (voir section 2.2.3.2). 1l est a noter que pour la culture
des cellules MCF-10A et MCF-12A, le milieu de culture ne contient en aucun cas le
rouge de phénol puisque ce dernier posseéde des propriétés oestrogéniques qui pourraient

ajouter un biais méthodologique (Berthois ef al., 1986).

2.2.3.2. Méthodologie du passage cellulaire

Les passages cellulaires se font généralement trois fois par semaine (lundi,
mercredi et vendredi) dans le but de donner aux cellules un environnement nouveau
propice au bon développement cellulaire. Il suffit de retirer le milieu déja présent dans le
pétri et d’ajouter un volume de 10 ml de tampon PBS 1X stérile, de rincer et de retirer le
tampon. Un volume de 0,75 ml d’une solution de trypsine/EDTA 0,25% pour des pétris
de 10 cm de diamétre permet de faire décoller les cellules adhérées aux parois de
plastique; le numéro de passage cellulaire identifiant cette population est & ce moment
augmenté de un. Les pétris sont incubés pendant 10 a 15 min a 37°C afin de permettre
’action de la trypsine. Lorsque la plupart des cellules sont décollées, un volume de 1,25
ml de milieu normal est ajouté et les cellules sont resuspendues. La suspension est alors

transférée dans un tube de 15 ml et le volume de milieu de culture est ajouté.

2.2.3.3. Préparation du milieu de culture traité

Dans le but d’effectuer une exposition cellulaire chronique ou aigiie a des
contaminants, le mélange d’agonistes du AhR (voir Tableau 2) et ’"HCB ont été ajoutés
au milieu de culture normal. Etant cependant trés hydrophobes, ceux-ci ont dii étre
solubilisés a une concentration de 1:1000 dans le DMSO (diméthylsulfoxide) agissant
comme véhicule pour les deux contaminants. Le mélange d’agonistes du AhR est ajouté a
une concentration de 1:1 avec le dibenzo-p-dioxine octachloré (OCDD) préalablement
chauffé a 70°C pour obtenir une bonne solubilisation. L’HCB est préparé a une

concentration de 10 mM dans le DMSO pour ensuite étre aussi chauffé a8 70°C pour la
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1X la dose

Produits Congénéres % du total (ng/L dans le
chimiques o
milieu de culture)
77 2.2 1.5
126 21.6 15.2
BPC 169 9.0 12.5
Total de BPC 33.1 22.9
2.3.7.8-TCDF 1.6 1.2
2.3.4.7.8-P2CDF 1.4 1.0
1.2.3.4.7.8-HxCDF 0.8 0.6
1.2.3.6.7.8-HxCDF 0.5 0.4
PCDF 5 3.4.6.7.8-HXCDF 0.3 0.2
1.2.3.4.6.7.8-HpCDF 1.4 1.0
OCDF 0.3 0.2
Total de PCDF 6.3 4.4
2.3.7.8-TCDD 0.5 0.4
1.2.3.7.8-PECDD 1.4 1.0
1.2.3.4.7.8-HxCDD 9.6 6.7
PCDD 1.2.3.7.8.9-HxCDD 1.6 1.2
1.2.3.4.6.7.8-HpCDD 11.2 7.8
OCDD 36.2 25.0
Total de PCDD 60.5 41.9
Total d’hydrocarbures halogénés 69.1

Tableau 2. Doses individuelles des 16 hydrocarbures halogénés dans la composition du
mélange d’agonistes du AhR.
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solubilisation. Une fois solubilisé, la solution traitée est ajoutée au milieu de culture
normal a une concentration finale de 1:1000 pour les deux contaminants. Pour assurer
une bonne croissance cellulaire et une adhésion adéquate des cellules aux pétris, le milieu
de culture doit étre changé apres chaque passage. 1l s’agit de retirer le milieu présent et
d’ajouter entre 8 et 12 ml de milieu frais contenant le milieu approprié (ce volume répond
aux besoins nutritifs des cellules et est suffisamment élevé pour recouvrir la surface

entiére du pétri).

2.2.4. Traitements cellulaires

Une fois I’entretien cellulaire quotidien terminé, les cellules MCF-10A et MCF-
12A sont exposées au mélange d’agonistes du AhR et 4 ’HCB a court (10 ou 30 min) ou

a long terme (de 15 a 40 passages) selon |’expérimentation.

2.2.4.1. Traitement a court terme

Dés la décongélation des cellules MCF-10A (voir section 2.2.1), des tests de
viabilité cellulaire sont effectués dans le but de dénombrer le total des cellules vivantes
(voir section 2.2.2). Les cellules sont par la suite incubées dans le milieu de culture
normal. Les traitements au DMSO, au mélange d’agonistes du AhR et a I’"HCB chez ces
cellules mammaires ont une durée de 10 ou 30 min selon I’expérimentation, suivi d’une
récolte de cellules effectuée par la technique décrite en section 2.2.6. Un décompte
cellulaire et une évaluation du « doubling time » a chaque passage permet d’évaluer le
temps de division cellulaire (voir section 2.2.5). Un nombre important de réplicats par
traitement pour chaque expérience permet d’éliminer le facteur de variabilité qui existe

entre les échantillons (n =9).

2.2.4.2. Traitement & long terme

Dés la décongélation des cellules MCF-10A et MCF-12A, des tests de viabilité
cellulaire sont effectués dans le but de dénombrer le total des cellules vivantes. Les
cellules MCF-10A sont ensuite incubées dans le milieu de culture traité avec le DMSQO, le
mélange d’agonistes du AhR ou avec I’HCB et ce, des le premier passage. Le traitement

se poursuit pour 26 a 29 jours (=~ 15 passages) pour le mélange d’agonistes du AhR et est
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de trois mois (= 40 passages) pour I’HCB. Les cellules MCF-10A traitécs a I’HCB ont
subi une privation de leur milieu en EGF (pour synchronyser les cellules) et en une
réduction de sérum de cheval (5 % réduit a 1%) pendant une semaine apres 15 passages
consécutif en milicu traité; les cellules MCF-12A traitées a I’HCB ont subi une privation
dans les mémes conditions pendant trois semaines dés le début de la culture cellulaire.
Les cellules ont par la suite été remises en contact avec leur milieu traité a2 ’HCB. Ces
cultures cellulaires ont été maintenues par une étudiante membre de notre équipe de
recherche, madame Marie-Andrée Poirier.

Une récolte de cellules s’est effectuée a chaque passage cellulaire par la technique
décrite en section 2.2.6. Un décompte cellulaire et une évaluation du « doubling time » a
tous les passages permet d’évaluer le temps de division cellulaire (voir section 2.2.5). Ce
traitement & long terme a permis de dériver des lignées cellulaires MCF-10A et MCF-12A
modifiées ayant subies une transformation des cellules saines en cellules transformées.
L’expérimentation a long terme chez ces cellules mammaires a été répétée a trois reprises
différentes dans le but d’éliminer toutes les variations existantes entre les échantillons. A
partir d’une méme souche cellulaire, des lignées de cellules dérivées et transformées ont
été obtenues. L’analyse des résultats des cellules exposées a long terme au mélange
d’agonistes du AhR et & I’HCB se fait pour chaque couple d’échantillons appariés

(témoin/traité) & un passage cellulaire spécifique.

2.2.5. Décompte cellulaire

Briévement, le décompte cellulaire s’effectue a ’aide d’un hémacymetre. Cet
instrument comporte deux chambres opposées ayant un volume individuel de 0,1 pl et
chaque chambre est divisée en quatre sous-unités de seize compartiments. Une petite
quantité de suspension cellulaire est utilisée afin de calculer la quantité de cellules
présentes dans le pétri et d’établir le temps de doublement, c’est-a-dire le temps que
prend une cellule pour se diviser et donner deux cellules filles. Le nombre de cellules par
compartiment est déterminé et une moyenne par sous-unités est calculée. L’évaluation du

nombre de cellules se fait grace a la relation suivante :

Mccllulcs comptées N

V, %

hémacymeétre suspension cellulaire
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0l Mceliules comptées €5t 1a moyenne des cellules comptées et N le nombre total de cellules

dans le pétri.

Voici I’équation nécessaire pour effectuer le calcul du temps de doublement :

T,

culture

N
log( ) /og 2
Niniliul

ol Teyiure €St le nombre d’heures des cellules en culture et Nipiia le nombre de cellules

T.D.(h) =

mises au départ.

2.2.6. Récolte cellulaire

Une fois le traitement terminé, les échantillons sont homogénéisés dans un tampon
de lyse stringeant non dénaturant, le HNMETG ajusté 4 un pH de 7,5, qui est composé
d’une solution d’HEPES pH 7,5 (25 mM), de NaCl (150 mM), de MgCl, (10 mM),
d’EDTA (1 mM), de Triton X100 (0,1%), de glycérol (10%), d’aprotinine (10 pg/ml) et
de sodium orthovanadate Na;VO, de pH 10,0 (100 mM). Les homogénats sont ensuite
soniqués et centrifugés a2 4000 rpm pendant 10 min a 4°C et les surnageants (fraction
cellulaire dépourvue des membranes et des noyaus) sont retirés, aliquotés et placés a
-80°C pour la congélation. La quantité totale de protéines contenue dans chaque
échantillon est mesurée par la méthode de Bradford en utilisant comme standard
protéique ’albumine sérique bovine (BSA) et comme réactif, la solution commerciale de
bleu de coomassie (Brillant blue G) (Bradford, 1976). Les lectures se sont faites a I’aide
d’un spectrophotométre Power Wavex Bio-TEK instruments inc. ajusté a 595 nm sur des

microplaques de 96 puits .
2.2.7. Techniques d’analyse

2.2.7.1. Analyse par immunobuvardage (Western Blot)

Les échantillons protéiques (40 pg: anti-phospho-ErbB2/HER-2 (Y1248), E-
cadherin (H108) et anti-phospho-EGFR; 70 pg : anti-erB-2/HER-2, anti-EGFR receptor,
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anti-Akt1/PKBa et anti-Akt/PKB pS*™) sont dilués dans un bleu de migration « Laemmli
loading buffer 6X » avec du DTT et ils sont déposés en conditions dénaturantes sur un gel
de polyacrylamide de séparation & 6,5% et un gel de compactage a 4% en présence de
SDS. Une électrophorese est faite a 40 V durant environ 16 h jusqu’a ce que la ligne de

front rejoigne la fin du gel.

Le gel est par la suite retiré de ses supports vitrés et est placé en conditions
permettant aux protéines de transférer sur une membrane de nitrocellulose utilisant un
appareil de transfert Transphor Power Lid (Pharmacia Biotech); ’opération s’effectue a
900 mA pendant une heure et demie dans un tampon de transfert 10X (25 mM de Tris-
Base, 0,195 M de glycine, 0,1% de SDS, 10% de méthanol et 2 mM de CaCl,). Une fois
le transfert terminé, la membrane est retirée, rincée a I’eau puis immergée d’une solution
de coloration de rouge de Ponceau (0,5% de Ponceau et 1% d’acide acétique) pour
visualiser les protéines transférées. La membrane est agitée 5 min dans la solution jusqu’a
apparition de bandes rouges indiquant la présence de protéines a poids moléculaires
spécifiques.

Les membranes de nitrocellulose contenant les protéines transférées sont par la
suite bloquées et hybridées avec I’un des premiers et deuxi¢émes anticorps suivants selon
les protocoles ci-dessous: les membranes hybridées avec les anticorps anti-erB-2/HER-2,
anti-phospho-ErbB2/HER-2 (Y 1248), anti-EGFR receptor, anti-phospho-EGFR et anti-
Akt1/PKBo. sont bloquées dans une solution de « phosphate buffer saline» (PBS)
contenant 3% de lait en poudre (Carnation ®) pendant 30 min a température de la piece
sous agitation constante. Elles sont ensuite incubées & 4°C pendant la nuit avec les
premiers anticorps précédents a la dilution spécifique de 1:500, 1 :1500, 1 :500, 1 :500 et
1 :750 respectivement. Les membranes sont par la suite rincées deux fois avec de I’eau
pour ensuite étre hybridées de nouveau avec un deuxiémes anticorps soit anti-lapin
1 :5000 pour I’analyse du récepteur erbB2, anti-mouton 1 :2000, anti-chévre 1:1000 et
anti-mouton 1 :2000, couplé a une peroxidase « horseradish peroxydase » pendant une
heure et demie a température de la piéce sous agitation constante. Elles sont finalement
rincées a 1’eau, lavées 15 min dans le PBS-Tween 20 0,05% et de nouveau rincées a I’eau

pendant 5 min pour ensuite étre révélées par immunodétection.
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Les membranes hybridées avec I’anticorps anti-Akt/PKB pS*”

sont bloquées dans
une solution de TBS-Tween 20 0,05%-5% lait en poudre pendant une heure & température
de la piéce sous agitation constante. Elles sont ensuite incubées avec le premier anticorps
anti-Akt/PKB pS*” 1 :800 pendant la nuit pour ensuite étre rincées deux fois avec de
’eau et hybridées de nouveau avec le deuxieme anticorps anti-lapin 1 :2000 couplé a la
horseradish peroxydase pendant une heure et demie a température de la picce sous
agitation constante. Les membranes sont finalement rincées deux fois avec de I’eau,
lavées 15 min dans le TBS-Tween 20 0,05% pour ensuite étre révélées par

immunodétection.

Les membranes hybridées avec I’anticorps E-cadhérine sont bloquées dans une
solution de PBS-Tween 20 0,05%-5% lait en poudre pendant 30 min a température de la
piéce sous agitation constante. Elles sont ensuite incubées avec le premier anticorps E-
cadhérine 1:200 a 4°C pendant une heure pour ensuite étre rincées pendant 30 min avec
le PBS-Tween 20 0,05%. Les membranes sont de nouveau hybridées avec le deuxicme
anticorps anti-lapin 1:8000 couplé & la horseradish peroxydase pendant 45 min a
température de la piéce sous agitation constante. Elles sont finalement rincées pendant 30

min avec le PBS-Tween 20 0,05% et révélées par immunodétection.

Afin d’effectuer une normalisation en tenant compte de la quantité de protéines
déposée sur chacune des membranes a I’aide de ’anticorps anti-actin (I-19), celles-ci sont
bloquées pendant une heure a température de la piéce avec du « tris buffer saline » (TBS)
contenant du Tween 20 0,05% et du lait en poudre 5% pour ensuite étre hybridées
pendant la nuit avec un premier anticorps anti-actin (I-19) polyclonal 1:200. Les
membranes sont lavées trois fois avec du TBS-Tween 20 0,05% et subséquemment
incubées pendant une heure & température de la piéce avec I’anti-chévre 1 :4000 comme
deuxiéme anticorps. Elles sont ensuite lavées 30 min avec le TBS-Tween 20 0,05% avant

d’étre révélées par immunodétection.

Aprés plusieurs marquages consécutifs, une étape supplémentaire de « stripping »
permet de faire décoller les anticorps sur une méme membrane. Cette technique s’effectue
selon un processus classique: la solution de « stripping » (100 mM de béta-mercapto
éthanol, 2% de SDS (w/v), 62,5 mM de Tris-HCI (pH 6,7)) est chauffée dans un bain a
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60°C pour ensuite immerger les membranes dans la solution pendant 30 min sous
agitation constante. La solution est par la suite récupérée et les membranes sont lavées
cinqg fois a I’eau pour ensuite étre bloquées pour une hybridation spécifique. Ce lavage

drastique permet d’éliminer toute trace d’anticorps inutile pouvant nuire a la détection.

Brievement, la détection des protéines reconnues par les différents anticorps
primaires et secondaires couplés a la horseradish peroxydase est effectuée en utilisant une
trousse de chemiluminescence. La présence d’un signal positif des protéines
immunoréactives entraine une luminescence qui est détectée par autoradiographie. La
révélation photographique permet ainsi de visualiser les bandes représentatives de
I’expression des protéines désirées. Les photos sont par la suite soumises a un balayage
(scan) avec un appareil Bio-Rad Multi-Analysist™"C afin d’évaluer I’intensité
densitométrique des bandes obtenues. Les résultats présentés au CHAPITRE 3 montrent
le rapport de la valeur de densitométrie pour une membrane hybridée avec un anticorps

spécifique sur celle hybridée avec I’anticorps anti-actine.

2.2.7.2. Analyse par immunoprécipitation

Les échantillons utilisés pour cette analyse sont préparés exactement de la méme
fagon que pour les échantillons ayant servis pour I’immunobuvardage. Cependant, une
fois les échantillons dilués dans 1 pg/pl dans le PBS, 150 pg de protéines cellulaires sont
incubées pendant la nuit a 4°C avec 4 pg d’anticorps anti-ILK ou d’anti-Aktl/PKBa et
sont complétés avec du tampon de lyse HNMETG. Par la suite, 50 pl de protéines
d’agarose A, préalablement lavées consécutivement avec le tampon de lyse HNMETG,
sont ajoutées au complexe anticorps-lysat pendant deux heures & 4°C. Les échantillons
sont par la suite centrifugés a vitesse maximale pendant une minute pour permettre de
collecter le complexe anticorps-lysat-billes une fois le surnageant retiré. Le complexe est
lavé plusieurs fois avec du PBS et de ’HEPES 25 mM avant d’ajouter le « Laemmli

loading buffer 6X » dans les échantillons.

Une analyse par immunobuvardage sur gel de polyacrylamide est effectuée. La
membrane est bloquée avec une solution de TBS-Tween 20 0,15%-BSA 1% pendant la
nuit sous agitation constante. Elle est hybridée avec 1’anti-phosphosérine 1 :500 comme

premier anticorps pendant une heure a température de la piece sous agitation constante
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pour ensuite &tre lavée 30 min avec le TBS-Tween 20 0,15%. La membrane est
finalement incubée avec I’anti-lapin 1:10000 comme deuxiéme anticorps pendant une
heure & température de la piéce sous agitation constante avant d’étre révélée par

immunodétection.

2.2.8. Statistiques

A partir de la mesure de Iintensité densitométrique de chaque bande révélée par
I’immunobuvardage, la moyenne et I’erreur sur la moyenne (SEM) sont calculées pour
chaque groupe. Lorsque applicable, les valeurs moyennes entre les groupes témoins et les
groupes traités ont été comparées entre elles & I’aide du test de t de Student en utilisant le
logiciel Sigma Stat (Jandel Scientific Software, San Rafael, CA). Le seuil de signification
est de 0,05.
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CHAPITRE 3

Résultats

3.1.Les effets du mélange d’agonistes du AhR sur les cellules

mammaires

Des analyses par immunobuvardage et par immunoprécipitation ont permis de
déterminer I’effet des expositions a court et a long terme au mélange d’agonistes du AhR

sur des cellules épithéliales mammaires humaines non tumorales, les MCF-10A.

3.1.1. Traitement a court terme des cellules MCF-10A

La Figure 3.1 présente un résultat type d’immunobuvardage pour des extraits de
cellules MCF-10A exposées durant 10 min au DMSO (9 premiers puits) ou au mélange
d’agonistes du AhR (9 derniers puits) sur I’expression (Figure 3.1-A) et la
phosphorylation (Figure 3.1-B) de erbB2. On note une bande unique de protéines
immunoréactives dont le poids moléculaire est de 185 kDa pour erbB2 et de 42 kDa pour
la protéine de référence, I’actine (Figure 3.1-C). Le signal obtenu pour la mesure de
phospho-erbB2 correspond 2 la bande supérieure du doublet dont le poids est de 185 kDa;
la bande inférieure immunoréactive est inconnue. Les rapports densitométriques pour les
groupes de pétris montrent que, suite a une exposition de 10 ou de 30 min au mélange
d’agonistes du AhR, I’expression de erbB2 est réduite de fagon significative (p<0,05) par
rapport au groupe témoin (Figure 3.2-A). Cette méme exposition ne provoque aucune
modification significative sur la phosphorylation de erbB2 (Figure 3.2-B), ni sur le
rapport phospho-erbB2/erbB2 (Figure 3.2-C) par rapport au groupe témoin.
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Figure 3.1. Effet d’une exposition de 10 min au mélange d’agonistes du AhR sur
Pexpression (A) et la phosphorylation (B) de erbB2 des cellules MCF-10A.

Les cellules MCF-10A sont exposées pendant 10 min au mélange d’agonistes du AhR ou au DMSO
(témoin). Une quantité de 70 pg ou de 40 pg de protéines cellulaires totales est migrée sur gel de
polyacrylamide et analysée par immunobuvardage en utilisant respectivement les anticorps anti-
erbB2/HER-2 et anti-phospho-erbB2/HER-2. La normalisation est effectuée a I‘aide de la mesure du signal
obtenu avec un anticorps anti-actine. Les poids moléculaires des marqueurs (kDa) sont identifiés a gauche.
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Figure 3.2. Effet d’une exposition de 10 ou de 30 min au mélange d’agonistes du
AhR sur Pexpression de erbB2 (A), sa phosphorylation (B) et sur le rapport
phospho-erbB2/erbB2 (C) des cellules MCF-10A.
Les nombres (X + SEM) représentent le rapport de la valeur de densitométrie pour la membrane hybridée
avec un anti-erbB-2/HER-2 ou un anti-phospho-erbB-2/HER-2 sur celle hybridée avec I’anti-actine. NS
indique que les données sont non significativement différentes. L’astérix (*) indique une différence
statistiquement significative (p<0,05) par comparaison aux groupes témoins. N=27
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3.1.2. Traitement a long terme des cellules MCF-10A

3.1.2.1. Effet du mélange d’agonistes du AhR sur la prolifération cellulaire

Une série d’expérimentations in vitro a permis de déterminer I’effet a long terme
du mélange d’agonistes du AhR sur la prolifération cellulaire des cellules MCF-10A.
Celles-ci ont été ensemencées, a une densité de 10 000 cellules par centimetre carré, et
ont été cultivées continuellement dans un milieu de culture en présence du melange
d’agonistes du AhR ou de son véhicule, le DMSO. Les résultats de la Figure 3.3 montrent
que le nombre de cellules témoins (diamant; ligne grasse) augmente pendant les 29 jours
consécutifs de traitement au DMSO. Chez les cellules exposées au mélange d’agonistes
du AhR (carré; ligne mince), ce nombre augmente durant les 6 premiers jours de culture
et diminue subséquemment durant les 23 prochains jours de traitement; au jour 29 on

observe un arrét total de la prolifération des cellules.

3.1.2.2. Effet du mélange d’agonistes du AhR sur le récepteur erbB2/HER-2

Pour déterminer si une exposition chronique au mélange d’agonistes du AhR
exerce une modulation de I’expression et de la phosphorylation du récepteur membranaire
erbB-2, des analyses par immunobuvardage ont été effectuées. Les résultats de la Figure
3.4 montrent qu’un traitement de 26 jours consécutifs au mélange d’agonistes du AhR ne
provoque aucune modification significative de 1’expression de erbB2 des cellules MCF-
10A. Par contre, le niveau de phosphorylation de erbB2 et le rapport phospho-
erbB2/erbB2 des cellules MCF-10A exposées au mélange d’agonistes du AhR durant 26
jours est significativement (p<0,05) augmenté par rapport aux cellules témoins. Ce

dernier est alors cinq fois supérieur a celui du groupe témoin.
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Figure 3.3. Effet d’une exposition de 29 jours au mélange d’agonistes du AhR sur la
prolifération des cellules MCF-10A.

La courbe d’extrapolation des cellules témoins (diamant) est exprimée en ligne grasse alors que la courbe
des cellules traitées au mélange d’agonistes du AhR est représentée en ligne mince (carré). N=3 ou 4
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Figure 3.4. Effet d’une exposition de 26 jours au mélange d’agonistes du AhR sur
PPexpression de erbB2, sa phosphorylation et sur le rapport phospho-erbB2/erbB2
des cellules MCF-10A.

Les nombres (X + SEM) représentent le rapport de la valeur de densitométrie pour la membrane hybridée
avec un anti-erbB-2/HER-2 ou un anti-phospho-erbB-2/HER-2 sur celle hybridée avec I’anti-actine. NS
indique que les données sont non significativement différentes. L’astérix (*) indique une différence
statistiquement significative (p<0,05) par comparaison aux groupes témoins. N=4
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3.1.2.3. Effet du mélange d’agonistes du AhR sur la Integrin-Linked Kinase (ILK)

Une analyse par immunoprécipitation de la protéine ILK a été effectuée pour
déterminer I’effet d’une exposition de 13 ou de 17 jours au mélange d’agonistes du AhR
sur la signalisation cellulaire des cellules MCF-10A. La Figure 3.5 présente un résultat
type d’immunoprécipitation pour des extraits de cellules MCF-10A exposées 13 ou 17
jours au DMSO ou au mélange d’agonistes du AhR sur ’expression et la phosphorylation
de la ILK. On note une bande unique de protéines immunoréactives dont le poids
moléculaire est de 59 kDa correspondant a celui de la ILK. Les valeurs de densitométrie
pour les groupes de pétris montrent une augmentation de I’expression de la ILK chez les
cellules MCF-10A traitées durant 13 jours au mélange d’agonistes du AhR alors qu’au
jour 17 aucune augmentation n’est présente (Figure 3.6-A). On observe aussi une
augmentation de la phosphorylation de la ILK (Figure 3.6-B) et du rapport phospho-
ILK/ILK (Figure 3.6-C) suite & une exposition de 13 ou de 17 jours au mélange

d’agonistes du AhR comparativement aux cellules témoins.

En résumé, les résultats montrent qu’une exposition a court terme au mélange
d’agonistes du AhR n’engendre aucune modification de la phosphorylation du récepteur
erbB2 chez les cellules MCF-10A. Par ailleurs, un traitement prolongé au mélange
d’agonistes du AhR affecte directement la prolifération cellulaire en diminuant le nombre
de cellules en division. De plus, cette exposition chronique au mélange d’agonistes du
AhR augmente le taux de phosphorylation de erbB2. Finalement, le taux de
phosphorylation de la protéine ILK est aussi augmenté chez les cellules MCF-10A

traitées au mélange d’agonistes du AhR de fagon chronique.
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Figure 3.5. Effet d’une exposition de 13 ou de 17 jours au mélange d’agonistes du
AhR sur I’expression et la phosphorylation de la ILK des cellules MCF-10A.

Les cellules MCF-10A sont exposées de fagon continue au mélange d’agonistes du AhR ou au DMSO
(témoin). Une quantité de 150 pg de protéines cellulaires totales est migrée sur gel de polyacrylamide et
analysée par immunoprécipitation et par immunobuvardage en utilisant respectivement les anticorps anti-
ILK et anti-phosphosérine. Le poids moléculaire du marqueur (kDa) est identifié 4 gauche.
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Figure 3.6. Expression de la ILK (A), de sa phosphorylation (B) et du rapport
phospho-ILK/ILK (C) de la lignée de cellules MCF-10A exposées 13 ou 17 jours au

mélange d’agonistes du AhR.
Les nombres représentent le rapport de la valeur de densitométrie pour la membrane hybridée avec un anti-
ILK pour I’'immunoprécipitation ou un anti-phosphosérine pour I'immunobuvardage.
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3.2. Les effets de I’hexachlorobenzéne sur les cellules mammaires

Des analyses par immunobuvardage et par immunoprécipitation ont permis de
déterminer P’effet des expositions a court et a long terme & I’HCB sur deux lignées de

cellules épithéliales mammaires humaines non tumorales, les MCF-10A et les MCF-12A.

3.2.1. Traitement a court terme des cellules MCF-10A

Les rapports densitométriques pour les groupes de pétris des cellules MCF-10A
montrent qu’une exposition de 10 ou de 30 min a 'HCB ne provoque aucune
modification significative de I’expression de erbB2 (Figure 3.7-A) et du rapport phospho-
erbB2/erbB2 (Figure 3.7-C) par rapport au groupe témoin. Par contre, cette méme
exposition promouvoit une diminution significative (p<0,05) des niveaux de

phosphorylation de erbB2 exprimés par rapport au groupe témoin (Figure 3.7-B).
3.2.2. Traitement a long terme des cellules MCF-10A et MCF-12A

3.2.2.1. Effet de ’'HCB sur le récepteur erbB2

Une série d’expérimentations in vitro a permis de déterminer ’effet a long terme
de ’HCB sur I’expression et la phosphorylation de erbB2 des cellules MCF-10A et MCF-
12A. Les résultats de la Figure 3.8-A et 3.8-B montrent qu’une exposition a long terme a
PHCB des cellules MCF-10A provoque une diminution de I’expression et de la
phosphorylation de erbB2. Le rapport phospho-erbB2/erbB2 est cependant de 2 a 8 fois
supérieur (Figure 3.8-C) chez les cellules exposées a I’'HCB durant 66 ou 72 jours
consécutifs de traitement comparativement au groupe témoin. De méme, chez les cellules
MCF-12A exposées pendant 52 ou 64 jours consécutifs a I’HCB, on observe une
augmentation de la phosphorylation de erbB2 et du rapport phospho-erbB2/erbB2

comparativement au groupe témoin (Figure 3.9-B et 3.9-C).
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Figure 3.7. Effet d’une exposition de 10 ou de 30 min & PHCB sur I’expression de
erbB2 (A), sa phosphorylation (B) et sur le rapport phospho-erbB2/erbB2 (C) des
cellules MCF-10A.

Les nombres ( X + SEM) représentent le rapport de la valeur de densitométrie pour la membrane hybridée
avec un anti-erbB-2/HER-2 ou un anti-phospho-erbB-2/HER-2 sur celle hybridée avec I’anti-actine. NS
indique que les données sont non significativement différentes. L’astérix (*) indique une différence
statistiquement significative (p<0,05) par comparaison aux groupes témoins. N=9
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Figure 3.8. Expression de erbB2 (A), de sa phosphorylation (B) et du rapport
phospho-erbB2/erbB2 (C) de la lignée de cellules MCF-10A exposées 66 ou 72 jours
a PHCB.

Les nombres représentent le rapport de la valeur de densitométrie pour la membrane hybridée avec un anti-
erbB-2/HER-2 ou un anti-phospho-erbB-2/HER-2 sur celle hybridée avec I’anti-actine.
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Figure 3.9. Expression de erbB2 (A), de sa phosphorylation (B) et du rapport
phospho-erbB2/erbB2 (C) de la lignée de cellules MCF-12A exposées 52 ou 64 jours
a’HCB.

Les nombres représentent le rapport de la valeur de densitométrie pour la membrane hybridée avec un anti-
erbB-2/HER-2 ou un anti-phospho-erbB-2/HER-2 sur celle hybridée avec I’anti-actine.
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3.2.2.2. Effet de I’HCB sur le récepteur de facteurs de croissance (EGFR)

La prolifération cellulaire chez les cellules épithéliales mammaires humaines non
tumorales est fortement dépendante du facteur de croissance EGF. Considérant le
phénoméne d’hétérodimérisation des récepteurs EGFR et erbB2, il est apparu important
de déterminer Peffet d’une exposition chronique a I’'HCB sur I’expression et la
phosphorylation du récepteur de facteurs de croissance EGFR chez les lignées MCF-10A
et MCF-12A. La Figure 3.10 présente un résultat type d’immunobuvardage pour des
extraits de cellules exposées a I’'HCB durant 66 jours chez les cellules MCF-10A et 52 ou
64 jours chez les cellules MCF-12A sur [Pexpression (Figure 3.10-A) et la
phosphorylation (Figure 3.10-B) de EGFR. On note une bande unique de protéines
immunoréactives dont le poids moléculaire est de 170 kDa pour EGFR et de 42 kDa pour

la protéine de référence, I’actine (Figure 3.10-C).

Les résultats de la Figure 3.11 et de la Figure 3.12 montrent qu’une exposition de
plusieurs jours consécutifs 8 "HCB provoque une augmentation de I’expression de EGFR
(aprés 66 ou 72 jours; Figure 3.11-A) et de la phosphorylation de EGFR (aprés 66, 68 ou
70 jours; Figure 3.11-B) de la lignée de cellules MCF-10A. De plus, chez la lignée de
cellules MCF-12A, une exposition prolongée 4 I’HCB de 52 ou de 64 jours consécutifs
engendre une hausse de I’expression (Figure 3.12-A) et de la phosphorylation de EGFR
(Figure 3.12-B).
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Figure 3.10. Effet d’une exposition a long terme a PHCB sur I’expression (A) et la
phosphorylation (B) de EGFR des cellules MCF-10A et MCF-12A.

Les cellules MCF-10A et MCF-12A sont exposées de fagon continue & I"HCB ou au DMSO (témoin). Une
quantité de 150 pg de protéines cellulaires totales est migrée sur gel de polyacrylamide et analysée par
immunobuvardage en utilisant respectivement les anticorps anti-EGFR et anti-phospho-EGFR. La

normalisation est effectuée a 1’aide de la mesure du signal obtenu avec un anticorps anti-actine. Le poids
moléculaire du marqueur (kDa) est identifié a gauche.
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Figure 3.11. Expression de EGFR (A) et de sa phosphorylation (B) de la lignée de
cellules MCF-10A exposées a long terme a PHCB.

Les nombres représentent le rapport de la valeur de densitométrie pour la membrane hybridée avec un anti-
EGFR ou un anti-phospho-EGFR sur celle hybridée avec I’anti-actine.
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Figure 3.12. Expression de EGFR (A) et de sa phosphorylation (B) de Ia lignée de
cellules MCF-12A exposées 52 ou 64 jours a PHCB.

Les nombres représentent le rapport de la valeur de densitométrie pour la membrane hybridée avec un anti-
EGFR ou un anti-phospho-EGFR sur celle hybridée avec I’anti-actine.
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3.2.2.3. Effet de I'HCB sur la Integrin-Linked Kinase (ILK)

Pour caractériser la cascade de signalisation activée par une augmentation du
niveau de phosphorylation de la p185 (erbB2) et une modulation de EGFR chez les
cellules exposées chroniquement a I’HCB, le niveau d’expression et de phosphorylation
de la protéine ILK a été évalué par immunoprécipitation et par immunobuvardage. Une
exposition de 66 ou de 72 jours & 'HCB chez les cellules MCF-10A (Figure 3.13-A) et
une exposition de 52, de 60 ou de 64 jours a ce méme contaminant chez les cellules MCF-
12A (Figure 3.13-B et Figure 3.14-A) engendre une augmentation de I’expression de la
ILK comparativement aux cellules traitées au DMSO. De plus, ces expositions de 70 ou
de 60 jours & 'HCB, respectivement des cellules MCF-10A et MCF-12A, entrainent une
hausse de la phosphorylation de la ILK (Figure 3.14-B) et du rapport phospho-ILK/ILK

(Figure 3.14-C) comparativement aux cellules témoins.
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Figure 3.13. Expression de la ILK de la lignée de cellules MCF-10A (A) et MCF-12A
(B) exposées a long terme 4 ’HCB.

Les nombres représentent le rapport de la valeur de densitométrie pour la membrane hybridée avec un anti-
ILK sur celle hybridée avec 1’anti-actine.
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Figure 3.14. Expression de la ILK (A), de sa phosphorylation (B) et du rapport
phospho-ILK/ILK (C) de la lignée de cellules MCF-10A et MCF-12A exposées

respectivement 70 ou 60 jours 2 PHCB.
Les nombres représentent le rapport de la valeur de densitométrie pour la membrane hybridée avec un anti-
ILK pour I'immunoprécipitation ou un anti-phosphosérine pour I’immunobuvardage.
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3.2.2.4. Effet de ’HCB sur la sérine/thréonine kinase Akt

La Akt est une protéine qui exerce un role important de médiateur au niveau de la
signalisation cellulaire. Ainsi, pour déterminer I’effet de ’HCB sur la phosphorylation de
la Akt chez les lignées cellulaires MCF-10A et MCF-12A, des analyses par
immunobuvardage et par immunoprécipitation ont été effectuées. La Figure 3.15-A
présente un résultat type d’immunobuvardage pour des extraits immunoprécipités de
cellules MCF-10A exposées a long terme au DMSO ou a "HCB sur la phosphorylation
(S473) de la Akt aprés 56, 66, 68 ou 70 jours de traitement. On note une bande unique de

protéines immunoréactives dont le poids moléculaire est de 60 kDa.

La Figure 3.15-B présente un résultat type d’immunoprécipitation de I’effet d’une
exposition 4 long terme au DMSO ou a I’HCB sur la phosphorylation de la Akt aprés 58,
68 ou 70 jours de traitement chez les MCF-10A et aprés 64 ou 74 jours de traitement chez
les MCF-12A. Une exposition de 56, 66, 68 ou 70 jours a I’HCB provoque une
diminution marquée de la phosphorylation de la Akt chez les cellules MCF-10A apres
une analyse effectuée par immunoprécipitation (Figure 3.16-A) et par immunobuvardage
(Figure 3.16-B). Des expositions de 58, 68 ou 70 jours a I’HCB chez les MCF-10A et de
64 ou 74 jours 2 ’HCB chez les MCF-12A entraine une diminution de la phosphorylation
de la Akt (Figure 3.17-A et 3.17-B).
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Figure 3.15. Effet d’une exposition 2 ’HCB sur la phosphorylation de la Akt aprés
56, 66, 68 ou 70 jours de traitement chez les MCF-10A (A) et aprés 64 ou 74 jours de
traitement chez les MCF-12A (B).

Les cellules MCF-10A et MCF-12A sont exposées de fagon continue 8 I"HCB ou au DMSO (témoin). A,
une quantité de 150 pug ou de 70 pg de protéines cellulaires totales est migrée sur gel de polyacrylamide et
analysée en utilisant respectivement les anticorps anti-Aktl et anti-phosphosérine pour
I'immunoprécipitation et anti-phospho-Akt [pS*”’] pour I'immunobuvardage. B, une quantité¢ de 150 pg de
protéines cellulaires totales est migrée sur gel de polyacrylamide et analysée par immunoprécipitation et par
immunobuvardage en utilisant respectivement les anticorps anti-Aktl et anti-phosphosérine. Le poids
moléculaire du marqueur (kDa) est identifié a gauche.
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Figure 3.16. Phosphorylation de la Akt de la lignée de cellules MCF-10A exposées
56, 66, 68 ou 70 jours de traitement 2 ’HCB analysés par immunoprécipitation (A)

ou par immunobuvardage (B).

Les nombres représentent le rapport de la valeur de densitométrie pour la membrane hybridée avec un anti-
Akt et un anti-phosphosérine pour I'immunoprécipitation et avec un anti-phospho-Akt pour
I’immunobuvardage.
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Figure 3.17. Phosphorylation de la Akt de la lignée de cellules MCF-10A exposées
58, 68 ou 70 jours (A) et de la lignée de cellules MCF-12A exposées 64 ou 74 jours
(B) de traitement a PHCB.

Les nombres représentent le rapport de la valeur de densitométrie pour la membrane hybridée avec un anti-
Aktl et un anti-phosphosérine.
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3.2.2.5. Effet de I’'HCB sur Ia cadhérine E

Considérant les liens entre la signalisation ILK dépendante et [’adhésion

cellulaire, il est opportun d’étudier I’effet de I'HCB sur I’expression de la cadhérine E. La

Figure 3.18-A et 3.18-B présente un résultat type d’immunobuvardage pour des
extraits de cellules exposées a long terme au DMSO ou a "HCB sur I’expression de la
cadhérine E aprés 58, 66, 72 ou 78 jours de traitement chez les cellules MCF-10A et apres
52, 64, 70 ou 76 jours de traitement chez les cellules MCF-12A. On note une bande
unique de protéines immunoréactives dont le poids moléculaire est de 120 kDa pour Ia
cadhérine E et de 42 kDa pour la protéine de référence, I’actine. Une diminution marquée
de I’expression de la cadhérine E chez les lignées cellulaires MCF-10A (apres 66 ou 72
jours; Figure 3.20-A) et MCF-12A (aprés 52 ou 64 jours; Figure 3.20-B) traitées de fagon

chronique a PHCB est observée comparativement aux cellules témoins.

En résumé, les résultats montrent qu’une exposition a court terme a ’HCB des
cellules MCF-10A ne provoque aucune modulation de la phosphorylation du récepteur
erbB2. Par ailleurs, une exposition chronique a I’HCB pendant plusieurs jours augmente
tout d’abord le taux de phosphorylation de erbB2 des cellules MCF-10A et MCF-12A
comparativement aux cellules témoins. Cette méme exposition chronique a I'HCB éleve
I’expression et la phosphorylation du récepteur EGFR des cellules MCF-10A et MCF-
12A. Cependant, pendant que le taux de phosphorylation du récepteur EGFR des cellules
MCF-10A augmente, celui des cellules MCF-12A diminue. De plus, cette exposition
chronique augmente I’expression et le taux de phosphorylation de la protéine ILK, et elle
réduit le niveau cytoplasmique du médiateur Akt chez les lignées cellulaires mammaires
humaines non tumorales MCF-10A et MCF-12A. Finalement, cette exposition chronique

a I’HCB module a la baisse I’expression de la cadhérine E.
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Figure 3.18. Effet d’une exposition & ’HCB sur ’expression de la cadhérine E aprés
58, 66, 72 ou 78 jours de traitement chez les cellules MCF-10A (A) et aprés 52, 64, 70
ou 76 jours de traitement chez les cellules MCF-12A (B).

Les cellules MCF-10A et MCF-12A sont exposées de fagon continue & I'HCB ou au DMSO (témoin). Une
quantité de 40 pg de protéines cellulaires totales est migrée sur gel de polyacrylamide et analysée par
immunobuvardage en utilisant 1’anticorps anti-cadhérine E. La normalisation est effectuée & 1‘aide de la
mesure du signal obtenu avec un anticorps anti-actine. Le poids moléculaire du marqueur (kDa) est
identifié a gauche.
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Figure 3.20. Expression de la cadhérine E de la lignée de cellules MCF-10A exposées
66 ou 72 jours (A) et de la lignée de cellules MCF-12A exposées 52 ou 64 jours (B) de
traitement 4 ’HCB.

Les nombres représentent le rapport de la valeur de densitométrie pour la membrane hybridée avec un anti-
cadhérine E sur celle hybridée avec I’anti-actine.
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CHAPITRE 4

Discussion

Plusieurs polluants environnementaux sont des promoteurs de tumeurs exer¢ant
leur action par des mécanismes épigénétiques. Certains de ces mécanismes ont été
identifiés et peuvent étre impliqués, de prés ou de loin, dans le développement de cancers.
Parmi ceux-ci, ’activation des récepteurs de facteurs de croissance modifiant la
signalisation des cellules mammaires représente un mécanisme de plus en plus étudié.
Etant donné la présence considérable dans I’environnement et dans les tissus humains des
composés du mélange d’agonistes du AhR et de I'HCB, il est important de déterminer
leurs effets dans le processus de cancérisation. Les points saillants de cette étude fut donc
que chez les cellules épithéliales mammaires humaines non tumorales, une exposition a
ces organochlorés favorise la formation de tumeurs mammaires; de plus, cette étude
démontre une augmentation de la phosphorylation des récepteurs de facteurs de
croissance EGFR et erbB2 et d’un de leur médiateur intracellulaire proximal, la ILK de
méme qu’une diminution de activation de la Akt/PKB et de I’expression de la cadhérine
E, qui elle est directement impliquée dans 1’adhésion intercellulaire. Ces modifications de
la signalisation cellulaire favorisent la prolifération clonale des cellules spontanément
initiées.

Suite a4 I’analyse des résultats du potentiel cancérogéne de ces contaminants
évalué par leur capacité a4 promouvoir la transformation des cellules mammaires, il fut
intéressant de constater la présence de deux réponses cellulaires opposées: une action
anticancérogéne engendrée par le mélange d’agonistes du AhR, et une influence

procancérogéne induite par I’HCB sur les cellules épithéliales mammaires non tumorales.

4.1. Effets du mélange d’agonistes du AhR sur les cellules mammaires

Le mélange d’agonistes du AhR est composé de trois BPC, de sept PCDF et de six

PCDD retrouvés dans le lait maternel. Les résultats obtenus montrent que ce mélange

91



module P’expression et la phosphorylation de récepteurs de facteurs de croissance et leur
signalisation dans les cellules épithéliales mammaires. Ces modifications sont a ’origine
d’une dérégulation de la croissance et de la prolifération de cellules mammaires MCF-
10A. En effet, le premier objectif de cette recherche était d’étudier Pimpact d’une
exposition au mélange d’agonistes du AhR sur le récepteur de facteurs de croissance
erbB2 et sur la signalisation des cellules épithéliales mammaires MCF-10A. Les résultats
expérimentaux suggérent que le mélange d’agonistes du AhR engendre une modulation
de la signalisation cellulaire des cellules MCF-10A qui est responsable d’une réponse

cellulaire anticancérogene.

Cette activité anticancéreuse a été trés bien démontrée par notre étude de Ieffet
d’une exposition chronique au mélange d’agonistes du AhR sur I’accroissement des
cellules mammaires MCF-10A. Contrairement a la croissance continuelle observée chez
les cellules traitées au DMSO, ceci en raison du milieu de culture DMEM-F12 riche en
nutriments, le nombre de cellules chez le groupe exposé au mélange d’agonistes du AhR
diminue considérablement jusqu’a un arrét total de la prolifération. Ces résultats peuvent
étre expliqués par un processus cytostatique (absence de division cellulaire) plutot que
cytotoxique (empoisonnement et mort cellulaire); le nombre de cellules qui s’attachent au
pétri diminue de passage en passage sans modification apparente du taux de mortalité
cellulaire. Cette effet antiprolifératif pourrait découler d’un probléme d’attachement
cellulaire plutét que d’un processus de mort cellulaire. En effet, notre laboratoire a
démontré qu’une exposition prolongée au mélange d’agonistes du AhR, et a ses trois
principales composantes, les BPC, les PCDF et les PCDD, module les interactions
intercellulaires et le phénotype des cellules MCF-7 (Desaulniers et al., 2002). Chez les
cellules traitées, le contact entre les cellules est perdu laissant voir au microscope de
larges espaces intercellulaires. De plus, la localisation de la cadhérine E est différente;
chez les cellules traitées avec le mélange d’agonistes du AhR, la cadhérine E se situe dans
le cytoplasme, alors que chez les cellules témoins, la cadhérine E se localise au niveau de
la membrane plasmique permettant 1’interaction avec les cellules adjacentes. Le mélange
d’agonistes du AhR engendre donc des modifications au niveau phénotypique chez les

cellules mammaires, ainsi qu’un arrét complet de la prolifération cellulaire.
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Les 16 composés chimiques du mélange d’agonistes du AhR sont identifiés
comme des agonistes du récepteur Ah et parmi eux, la TCDD est le composé modéle du
mélange d’agonistes du AhR. La littérature concernant les effets de la TCDD sur les
cellules mammaires nous renseigne sur les effets attendus. En effet, la TCDD inhibe la
prolifération des cellules épithéliales mammaires tumorales, les MCF-7 (Biegel et Safe,
1990). Ce contaminant diminue de 60% la croissance des cellules MCF-7 exposées a une
concentration de 10 nM pendant 7 jours, et ’effet néfaste est partiellement aboli lorsque
les cellules sont cotraitées avec 100 nM de 17B-oestradiol (Vogel et Abel, 1995). Par
contre, la TCDD seule ne provoque que des effets minimaux sur le cycle cellulaire (Wang
et al., 1998). Il est possible que le pouvoir antiprolifératif du mélange d’agonistes du AhR
testé sur les cellules MCF-10A soit relié & une synergie des effets provoqués par les 16
composés du mélange d’agonistes du AhR. En effet, une étude de Payne et al. (2001) a
montré que ’effet synergique provoqué par d’autres contaminants semblables, tels que le
o,p’-DDT, p,p’-DDE, B-HCH et p,p’-DDT, engendre une croissance proliférative des
cellules MCF-7. Les données expérimentales de ce mémoire concordent donc avec le
principe observé dans la littérature qui démontre que I’effet synergique provoqué par un
ensemble d’organochlorés est a I’origine d’une modulation de la prolifération cellulaire.
On peut prétendre, suite a I’extrapolation de nos résultats, que le mélange d’agonistes du

AhR provoque une activité anticancérogéne sur les cellules mammaires.

Les résultats de ce mémoire supportent 1’hypothése qu’une exposition chronique
au mélange d’agonistes du AhR module la signalisation des cellules mammaires par une
augmentation du taux de phosphorylation du récepteur erbB2 et de la protéine ILK. Des
observations précédentes par 1’équipe de Tuomisto et al. (1996) ont démontré que la
TCDD module la voie du récepteur & 'EGF en augmentant son expression et sa
phosphorylation au niveau des cellules utérines de souris. De plus, la protéine ILK est le
principal médiateur ayant une fonction de relais entre les tyrosines kinases et les jonctions
adhérentes (Wu, 2001). Une hausse de I’activation de la ILK résulte directement en une
baisse de communication intercellulaire chez les cellules MCF-10A (Troussard et al.,
2000). De plus, la surexpression de la protéine ILK dans les cellules épithéliales
intestinales de rat et dans les cellules épithéliales mammaires de souris conduit a une

perte d’adhésion et de communication intercellulaire responsables des mécanismes
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cancérogeénes (Dedhar, 2000). Cette hausse d’activation de la ILK et la modulation de la
communication intercellulaire sont donc a I’origine de I’effet antiprolifératif provoqué par
une exposition continue au mélange d’agonistes du AhR sur les cellules mammaires

humaines.

D’autres événements moléculaires peuvent étre a I'origine de D’activité
antiproliférative provoquée par une exposition chronique au mélange d’agonistes du AhR.
La télomérase est une ribonucléoprotéine responsable de la synthése et de la maintenance
de I’intégrité structurale finale des chromosomes appelé télomere (Voet et Voet, 1998).
Ce dernier protége ’ADN génomique de la dégradation et des mécanismes de
recombinaison nuisible & sa synthése (Meyerson, 2000). Cette enzyme n’est généralement
pas détectable dans les tissus somatiques normaux, mais elle semble étre activée dans une
grande variété de tumeurs en plus d’étre considérée comme un marqueur de mauvais
pronostic dans le cancer du sein (Liu, 1999). L’exposition chronique de cellules MCF-
10A au mélange d’agonistes du AhR que nous avons testé engendre une réduction
progressive de Pactivité de la télomérase au cours des neuf premiers jours; I’activité de
cette enzyme devient nulle aprés plusieurs jours de traitement consécutif a ce mélange
environnemental (Audet et al, 2003). Cette diminution de I’activité engendre le
raccourcissement des téloméres ce qui résulte en un arrét total de la prolifération

cellulaire.

Ces analyses expérimentales permettent de mieux caractériser la cascade de
signalisation activée par la phosphorylation de erbB2 chez les cellules traitées de fagon
chronique au mélange d’agonistes du AhR. La voie de signalisation des récepteurs de
facteurs de croissance est donc stimulée suite & une exposition prolongée a ce mélange de
contaminants. Finalement, ces données expérimentales démontrent qu’une exposition
chronique au mélange d’agonistes du AhR est 4 I’origine d’un effet antiprolifératif. Ce
mélange n’est donc pas susceptible d’engendrer une transformation des cellules
épithéliales mammaires humaines non tumorales en cellules pré-cancéreuses

contrairement a notre hypothese de départ.
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4.2. Effets de I’hexachlorobenzéne sur les cellules mammaires

Le second objectif de cette recherche visait 1’étude de I’impact d’une exposition a
I’HCB sur les cellules épithéliales mammaires. L’HCB est 1'un des principaux
contaminants environnementaux retrouvés dans le lait maternel des Canadiennes. Nos
résultats montrent que ce contaminant épigénétique influence I’expression et la
phosphorylation des récepteurs de facteurs de croissance et la signalisation des cellules
épithéliales mammaires et qu’il posséde le profil d’un cancérogéne mammaire; ceci
donne appui 4 I’hypothése controversée d’une association entre une exposition a I’HCB et

le risque de développer un cancer du sein.

La modulation de la signalisation des cellules MCF-10A est responsable d’une
réponse cellulaire procancérogéne. La signalisation cellulaire de la famille des récepteurs
de facteurs de croissance a activité tyrosine kinase, erbB, est d’une importance cruciale en
cancérogenése. En effet, la littérature présente le erbB2 comme un facteur de
prédisposition et un indicateur de mauvais pronostic dans le cancer du sein (Hung et Lau,
1999; Suo et al., 2002). Les résultats expérimentaux obtenus montrent une augmentation
du taux de phosphorylation du récepteur erbB2 chez les deux lignées de cellules
mammaires non tumorales transformées, les MCF-10A et MCF-12A, exposées de fagon
continue 4 I’HCB. Ce principe d’activation du récepteur concorde avec la littérature
puisque de nombreuses études démontrent une activation du récepteur erbB2 dans
certains tissus cancéreux, tels les cellules mammaires (Harris et al., 1999; Liu et al.,
1999; Muthuswamy et al., 2001). Nos observations sont cohérentes avec celles de deux
études récentes qui ont rapporté que chez les cellules MCF-7 le récepteur erbB2 est activé
par ’hexachlorocyclohexane (B-HCH), un organochloré similaire (Enan et Matsumura,
1998; Hatakeyama et Matsumura, 1999). Ces analyses expérimentales montrent que
I’HCB exerce son pouvoir procancérogéne en modulant la voie des récepteurs de facteurs

de croissance.

La littérature propose que la hausse de phosphorylation du récepteur erbB2 est
fortement associée a sa surexpression dans les cancers du sein (280%) (Thor et al., 2000).
L’expression du récepteur erbB2 observée dans ce mémoire est cependant réduite suite a

une exposition chronique & ’HCB chez les cellules mammaires humaines. Ceci suggere
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qu’il y aurait internalisation et dégradation du récepteur & P’intérieur des vésicules intra-
cytoplasmiques. En effet, la littérature souléve une hypothése intéressante quant aux
phénoménes impliqués dans cette baisse d’expression du récepteur membranaire, puisque
suite & la fixation d’une hormone peptidique ou d’un facteur de croissance aux récepteurs
au niveau de la surface de la cellule cible, celui-ci est généralement internalisé par
endocytose par I’intermédiaire du récepteur et il est dirigé aux niveau des endosomes.
L'endocytose est pour la cellule un moyen de diminuer le nombre de récepteurs de surface
accessibles au ligand lors de fortes stimulations, ce qui participe au processus de

désensibilisation (Harris et al., 1999).

La plupart des récepteurs libérent leurs ligands dans ’environnement acide des
endosomes et sont recyclés vers la membrane plasmique pour étre ensuite réutilisés, alors
que le ligand est acheminé aux lysosomes et dégradé (Harari et Yarden, 2000). Il arrive
parfois qu’une partie des récepteurs ne parvienne pas a libérer le ligand et finisse dans les
lysosomes ol ils seront dégradés en méme temps que leur ligand (Zhang et al., 2002). A
forte concentration de ligand, le nombre de récepteurs a la surface cellulaire décroit et il y
a diminution de la sensibilité de la cellule cible a ce ligand. Par exemple, cette faible
régulation de ’expression, mais aussi de I’activité kinase du récepteur, peut étre due a
I’internalisation de 80-95% du récepteur EGFR, 4 la perte de liaison au ligand (EGF) et a
la destruction des récepteurs dans les lysosomes des cellules (Earp et al., 1995). Ce
mécanisme est appelé « régulation par diminution du nombre de récepteurs » (receptor
down-regulation) (Alberts et al., 1995). Ainsi, la hausse du taux de phosphorylation
observée chez les cellules mammaires transformées par I’HCB indique une activation

chronique du récepteur erbB2 résultant en une « down-regulation ».

Aucun ligand spécifique pour le erbB2 n’a été identifié jusqu’a présent, mais ce
récepteur peut étre activé par son hétérodimérisation avec les membres erbB, erbB3 et
erbB4 de la méme famille via le ligand NDF (héréguline) et ’EGF (Thor et al., 2000; Wu
et Dedhar, 2001). En effet, la croissance et la prolifération cellulaire des cellules
épithéliales mammaires est extrémement dépendante de ’EGF (Slichenmyer et Fry,
2001). C’est pour cette raison que I’étude du récepteur de la famille des facteurs de

croissance a activité tyrosine kinase, EGFR, est d’un grand intérét.
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Les récepteurs EGFR et erbB2 sont des tyrosines kinases qui suscitent Pintérét
dans Détiologie de la cancérogenése mammaire. L’EGF, ligand connu des autres
membres de la famille des récepteurs erbB, induit la phosphorylation des tyrosines du
récepteur erbB2 par hétérodimérisation (Brandt ef al., 1999). En effet, I’agrégation de ces
deux récepteurs promouvoit la formation d’un complexe kinase actif. Une fois la
dimérisation terminée, la tyrosine kinase du complexe hétérodimérisé EGFR et erbB2
devient active provoquant ainsi Pautophosphorylation du complexe protéique, ce qui
déclenche une cascade de signalisation (Dougall et al., 1993; Harris et al., 1999). Une
étude de Brandt et al. (1999) exécutée dans un modéle de souris immunodéficientes a
démontré que chez les cellules qui expriment fortement les récepteurs de facteurs de
croissance erbB2 et EGFR, il y a une augmentation de la formation de tumeurs par
comparaison aux cellules qui expriment une autre combinaison de récepteurs erbB. Ceci
pourrait étre expliqué par le fait que I’hétérodimérisation de erbB2 avec I’EGFR module
la signalisation cellulaire en induisant des altérations dans la morphologie des cellules qui
sont nécessaires dans ’induction du cancer du sein. Les taux d’internalisation, de liaison
réversible du ligand et la décision de recycler les récepteurs peuvent étre affectés par
différents pairages de récepteurs membranaires (Earp ef al., 1995). De plus, une variation
de combinaisons créées lors de P’hétérodimérisation pourrait étre a Dorigine des
différentes réponses cellulaires observées chez les lignées de cellules MCF-10A et MCF-
12A. Dans I’ensemble, ces résultats suggérent que I'HCB exerce son pouvoir
procancérogéne en modulant I’activation des récepteurs de facteurs de croissance erbB2

et EGFR.

La modulation de la protéine ILK cytoplasmique semble étre impliquée dans la
cancérogenése mammaire induite par les contaminants environnementaux. La littérature
montre que la surexpression ou Pactivation de la ILK, due aux mutations présentes dans
les génes suppresseurs de tumeurs tels que PTEN ou APC, favorise le caractére oncogene
de certaines lignées cellulaires (Wu et Dedhar, 2001). La ILK induit un phénotype invasif
via la surexpression de la MMP-9 dépendante du facteur de transcription AP-1. Une étude
indique que I’inhibition spécifique de I’activité de la ILK supprime I’invasion tumorale
des cellules, ce qui démontre de fagon évidente le role central de la protéine ILK dans la

régulation de I’invasion cellulaire (Troussard et al., 2000).
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La ILK affecte aussi ’expression des génes impliqués dans la communication et
dans la migration intercellulaire (Yoganathan et al., 2000). Une étude a démontré que
dans les cellules épithéliales, la transcription nucléaire et la stimulation de I’activité LEF-
1/TCF par la B-caténine sont activées par la surexpression et I’activation de la ILK.
Lorsque celle-ci est surexprimée, elle promouvoit des transformations oncogénes,
supprime la mort cellulaire et augmente I’invasion due a I’inhibition de ’expression de la
cadhérine E (Tan ef al., 2001). Ainsi, les résultats obtenus concordent avec la littérature
puisqu’une exposition chronique 4 I’HCB engendre une augmentation de I’expression et
du taux de phosphorylation de la ILK chez les cellules MCF-10A et MCF-12A
accompagnée par une inhibition de I’expression de la cadhérine E. En effet, la cadhérine
E est une protéine importante pour ’adhésion cellulaire. Elle détermine 1’organisation et
la structure des cellules dans les tissus et gére indirectement le transfert d’informations
entre deux cellules voisines (Nagae ef al., 2002). La réduction du nombre de jonctions
adhérentes via la réduction de la protéine cadhérine E permet a une cellule de se détacher
des cellules voisines (Nagae et al., 2002; Vizirianakis et al., 2002). Cette modulation de

la voie de signalisation via la ILK contribue a I’action procancérogene de I’HCB.

Dans le cancer du sein, on observe fréquemment un désordre survenant au niveau
des fonctions de la cadhérine E et des caténines qui module 1’adhésion intercellulaire
(Tan et al., 2001). L’équipe de Zantek et al. (2001) a démontré chez des cellules MCF-
10A des changements d’adhésion qui ont résulté en une modulation des interactions avec
la matrice extracellulaire favorisant la migration et I’invasion cellulaire. Ces changements
sont reliés a une hausse de I’activité tyrosine kinase et les résultats ont montré que des
inhibiteurs des tyrosines kinases rétablissent le phénotype normal des cellules
transformées. Une étude récente de Plante er al. (2002) a démontré, dans un autre modele
cellulaire, que ’HCB promouvoit la formation de tumeurs hépatiques chez les rats
femelles en abaissant considérablement, par rapport aux femelles témoins, [’expression
de la cadhérine E et des connexines 26 et 32. Ces connexines se retrouvent au niveau des
jonctions lacunaires présentent dans le foie et elles participent 2 la communication
intercellulaire (Berthoud et al., 1992; Evans et Martin, 2002; Zhang et Thorgeirsson,
1994) .
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La protéine Akt/PKB est un médiateur cytoplasmique impliqué dans la
signalisation cellulaire des cellules mammaires. Les résultats obtenus ont montré que les
cellules MCF-10A et MCF-12A exposées chroniquement a ’HCB présentent une faible
activité de la protéine Akt/PKB cytoplasmique comparativement aux cellules témoins.
Dans le modeéle du cancer du foie, notre laboratoire a récemment démontré une
diminution significative (p<0,05) de I’expression et de la phosphorylation de la Akt/PKB
chez les femelles exposées & I’HCB (Plante er al., 2003). Cette étude a aussi démontré
une augmentation de la présence de la protéine Akt dans le noyau des cellules hépatiques
de ces rats femelles traitées chroniquement a I’HCB. En effet, il est reconnu qu’une
suractivation de la voie de signalisation via la ILK résulte en une translocation vers le
noyau expliquant la diminution marquée des niveaux cytoplasmiques de la protéine

Akt/PKB phosphorylée observée dans ce mémoire (Meier et al., 1997).

De plus, Phypothése qu’une voie de signalisation autre que celle de la
erbB2/ILK/Akt soit empruntée est plausible. Il se peut que la voie de Wnt soit stimulée
via son médiateur central, la GSK-3, impliqué I’adhésion cellulaire (Martinez ef al.,
2002). L’inhibition de la protéine GSK-3 par phosphorylation via la ILK provoque une
diminution de la dégradation cytoplasmique et une stabilisation de la B-caténine qui se
transloque vers le noyau. Il y aura par la suite une activation de la transcription des génes
via le facteur de transcription de la famille des LEF/TCF (Hagen et al., 2002). Cette -
caténine joue un rdle essentiel dans 1’adhésion cellulaire par sa grande capacité a
s’associer directement a la queue intracellulaire de la cadhérine E et a se lier via I’a-

caténine aux filaments d’actine (Desbois-Mouthon et al., 2001).

Une autre démonstration claire de ’action procancérogéne de ’'HCB provoquée
sur les cellules mammaires est la modulation de I’activité de la télomérase chez nos
lignées de cellules MCF-10A transformées obtenues par exposition chronique a ’HCB
(Audet et al., 2003). Ces cellules transformées par ’HCB démontrent une activité de la
télomérase élevée comparativement aux cellules témoins. Lorsque les cellules
transformées sont recultivées en absence d’HCB, la forte activité de la télomérase est
maintenue, ce qui indique que cette lignée de cellules mammaires MCF-10A présente des

caractéristiques épigénétiques stables et irréversibles. Ceci confirme qu’il s’agit bien
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d’une lignée de cellules transformées. La télomérase, pouvant étre modulée directement
par I’intermédiaire de certains médiateurs cellulaires tels que par la Akt/PKB, constitue
un mécanisme important dans la cancérogenése mammaire via une stabilisation de la
structure des télomeéres (Liu, 1999). Ces résultats supportent donc la littérature qui
suggere que la détection de ’activité de cette enzyme est trés utile comme marqueur de

mauvais pronostic dans le cancer du sein.

L’augmentation de la prolifération cellulaire est une autre caractéristique
déterminante et non négligeable dans la cancérogenése mammaire. L’exposition
continuelle a ’HCB engendre une perte de contrdle et une croissance anarchique des
cellules mammaires. En effet, nos lignées transformées par I’exposition chronique a
I’HCB ont un taux de prolifération trés rapide comparativement aux cellules témoins
(temps de doublement des cellules transformées de 21,7 h comparativement a 40,7 h pour
les cellules témoins). De plus, la hausse de prolifération est maintenue pendant plusieurs
passages méme lorsque ’HCB est retiré du milieu de culture. Il s’agit donc d’un autre
changement épigénétique qui représente une caractéristique a 1’origine de [’action

procancérogéne provoquée par I’HCB.

Finalement, d’autres travaux de notre laboratoire (Dr. Michel Charbonneau,
communication personnelle) ont permis d’évaluer le potentiel cancérogéne des lignées
MCF-10A et MCF-12A transformées a I’HCB lorsque celles-ci sont injectées sous forme
de xénogreffe dans la glande mammaire des souris scid-beige immunodéficientes
(absence de lymphocytes B et T et de cellules cytotoxiques naturelles); I’injection d’un
témoin cellulaire positif, les MCF-7, a servi de guide pour I’évaluation de la croissance
tumorale. Les résultats indiquent que chez les souris injectées avec les cellules
transformées a ’HCB, il y a présence de lésions cancéreuses chez trois des neuf souris,

alors qu’aucune masse n’a été détectée chez les sept souris témoins.

Les travaux de recherche de ce mémoire sont au premier rang dans 1’évaluation
des effets des contaminants environnementaux sur ’homéostasie cellulaire. Ils ont
apporté non seulement des éléments essentiels pour la compréhension du phénomeéne de
la cancérogenése du sein, mais ils pourraient aussi contribuer a 1’élaboration d’une

thérapie éventuelle pour contrer ce fléau qu’est le cancer. Cette maladie est 'un des
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problémes majeurs de santé humaine qui fait toujours 1’objet de recherches biomédicales
considérables. Cette démarche a permis de documenter la plausibilité biologique du
facteur environnemental dans la cancérogenése mammaire et d’ouvrir la voie & des
travaux en épidémiologie moléculaire. Ceci apporte également un appui aux travaux en
¢épidémiologie qui font face aux probléemes de la mesure de I’exposition rétrospective a de

faibles doses.
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CONCLUSION

Contrairement a notre hypothése de départ, nous avons observé une action
anticancérogene chez les cellules mammaires humaines suite a une exposition prolongée
au mélange d’agonistes du AhR. L’exposition chronique a 'HCB chez les cellules
¢épithéliales mammaires humaines a cependant permis de générer des lignées de cellules
transformées ayant des propriétés tumorales, telles qu’une modification de la signalisation
cellulaire et une communication intercellulaire déficiente. La signalisation chez ces
cellules mammaires démontre que la voie erbB2/ILK/télomérase est suractivée chez les
cellules transformées par une exposition prolongée a I’HCB via la translocation de la
protéine Akt/PKB dans le noyau. Ces cellules démontrent une perte de I’inhibition de
contact intercellulaire due & la réduction marquée de I’expression de la cadhérine E et une
augmentation de la prolifération cellulaire. Cette cascade suractivée supporte le fait
qu’une exposition prolongée a ’HCB est capable de transformer les cellules mammaires

normales en cellules tumorales.

On dit qu’une figure vaut mille mots. Ainsi, la Figure 4.1 présente une figure
récapitulative de nos observations concernant la cascade de signalisation intracellulaire de
type tyrosine kinase chez les cellules mammaires exposées chroniquement 8 I’HCB. Les
études en cours dans notre laboratoire supportent notre hypothése concernant I’action

toxique de ’HCB via une modulation de la voie de signalisation erbB/ILK/cadhérine E.
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Figure 4.1. Représentations schématiques de I’effet de I’hexachlorobenzéne sur la
signalisation des cellules épithéliales mammaire humaines non tumorales.

Les lignes pleines représentent I’activation des protéines Akt et ILK par les récepteurs de facteurs de
croissance et identifient ’activation de la Akt par la phosphorylation de la ILK. La régulation négative de
’expression de la cadhérine E est générée par le complexe B-cat-LEF (X ). Les lignes pointillées claires
indiquent I’inactivation de la cadhérine E par la ILK et de la GSK-3 par la Akt et 1a ILK. Lorsque la GSK-3
est inactivée, la dégradation (ligne double) de la B-cat est inhibée (X ). Cette inhibition engendre la
translocation de la B-cat dans le noyau; la Akt est de méme transloquée dans le noyau lorsque la ILK est
surexprimée (lignes pointillées grasses). Les items en gras sont surexprimés chez les cellules mammaires
traitées a long terme au mélange d’agonistes du AhR et & ’HCB et les items étoilés sont régulés a la baisse.
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