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Résumé

Le cancer du sein est le premier cancer qui touche la population féminine. Les décés qu’il cause
sont le résultat de la dissémination métastatique, suite a une transition ¢épithélio-
mésenchymateuse (EMT). Cette derniere se présente comme un processus morphogénique
fondamental dans lequel les cellules perdent leurs caractéristiques épithéliales afin d’acquérir
des propriétés de cellules mésenchymateuses, qui leurs conférent une mobilité et une invasion
vers d’autres tissus distants. La voix de signalisation TGF-f agit sur la progression tumorale
par l'induction de I’EMT, ainsi, qu’une population des cellules souches cancéreuses (CSC) d’un
phénotype antigénique CD44+/CD24- ayant un rdle central dans la propagation et la résistance

tumorales.

Mots clés : cancer du sein, EMT, TGF-$3, CSC.
Abstract

Breast cancer is the first cancer that affects the female population. The death’s cause is the
result of metastatic dissemination, following an epithelial-mesenchymal transition (EMT). This
latter is a fundamental morphogenic process in which cells lose their epithelial characteristics
in order to acquire properties of mesenchymal cells, which give them increased mobility and
invasion to invade other distant tissues. The TGF-f signaling pathway acts on tumor
progression by inducing EMT, rather than, a population of cancer stem cells (CSCs) of an

antigenic CD444/CD24- phenotype playing a central role in tumor spread and resistance.

Keywords: breast cancer, EMT, TGF-f3, CSC.
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Introduction



Le cancer est un enjeu majeur de santé publique a I’échelle planétaire. Il touche toutes les
catégories de la population mondiale quel que soit leur age, sexe ou encore leur niveau

socioéconomique (1).

Plus de 1 050 000 nouveaux cas de cancer du sein surviennent chaque année, dont plus de 580
000 dans les pays développés (Europe de l'ouest et Amérique du nord) ou il est plus fréquent

qu'en Afrique ou en Asie (1).

Le cancer du sein est le premier cancer chez la femme en Algérie avec 12.000 nouveaux cas

par an selon les données actuelles. La majorité sont découverte a un stade localement avancé

2).

Il résulte d'un déreglement de certaines cellules épithéliales qui se multiplient d’une fagon
anarchique en forment le plus souvent une masse tumorale. Il en existe différents types qui
n’évoluent pas de la méme maniere. Certains sont « agressifs » et évoluent treés rapidement,

d’autres plus lentement.

Les cellules cancéreuses peuvent rester dans le sein, ou encore se propager dans d’autres
organes ce qui est une situation encore plus menacgante suite a un processus tres complexe a
multi-étapes spécifiques aux cancers solides (tumeur) appelé processus de carcinogenese ; ce

dernier résulte en partie d’'une accumulation d’altérations génétiques.

La transition épithélio-mésenchymateuse est I’'une des étapes de la carcinogenese. Connue pour
activer la cascade métastatique elle désigne le passage d’un groupe de cellules épithéliales a
une forme mésenchymateuse, I’acquisition de ces propriétés va favoriser tout le développement

de la tumeur primaire et la cascade métastatique.

L’EMT est induite par plusieurs voix de signalisation déclenchantes parmi elles ; la TGF-B qui

engendre la transformation épithélio-mésenchymateuse en aval apres sa production.

Dans le développent du cancer, elle favorise la différenciation des cellules et inhibe la
prolifération, alors que dans la carcinogenese la TGF-B secrétée par les cellules tumorales
change souvent sa fonction inhibitrice, ainsi régule positivement 1’expression des facteurs de
transcription tel que les protéines de la famille Twist (Twistl, Twist2) et des facteurs de
transcription a doigts de zinc de la famille Snail (Snaill/Snail, Snail2/Slug) et de la famille Zeb
(Zebl, Zeb2/Sipl) qui sont impliqué dans le phénomene de ’EMT(3).



C’est dans ce cadre que s’inscrit notre travail qui a pour objectif d’étudier le role de la TGF-
dans ’EMT et sa conséquence sur la progression métastatique du cancer du sein ce qui va aider

a mieux développer des thérapies anticancéreux sélectives et ciblés.



Généraliteés



Chapitre 01 : Epidémiologie et anatomie



Le terme "cancer ou tumeurs malignes du sein" représente un groupe tres hétérogene de
proliférations cellulaires dites néoplasiques de la glande mammaire qui different tant du point
de vue histologique (morphologie et architecture tissulaire microscopique) que de leur

potentialité évolutive (4).

1. Epidémiologie
A partir de 20 derniéres années du 20°™ siécle ’incidence des cancers est en augmentation,

ceci est confirmé pas les nouveaux cas enregistrés pour I’année 2018 (5).

Le cancer du sein occupe la premiere place en termes de nouveaux cas avec un taux de 24.2 %
observée dans le monde (voir figurel). C’est aussi celui qui cause le plus grand nombre de

déces chez la femme, avec 15 % des déces féminins par cancer (voir figure 2) (5).

Estimated number of new cases in 2018, worldwide, females, all ages

Breast
2088 849 (24.2%)

Other cancers
3246 828 (37.7%)

Stomach Colorectum
349 847 (4.1%) 823 303 (9.5%)
Corpus uten Lung
382 069 (4.4%) 725352 (8.4%)
Thyroid Cervix uteri
436 344 (5.1%) 569 847 (6.6%)
Total : 8 622 539

Data source:GLOBOCAN 2018 Imternaticeal Agency for Ressar:
Graph production: Global Cancer Observatory {httgl::{ {geo.arc frf) .
© International Agency for Research on Cancer 20

Figure 1 : Estimation du nombre de nouveaux cas dans le monde, en 2018 chez les femmes

(5).

Selon la figure 1 : Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme, il occupe le
premier rang avec un nombre du 2 088 849 nouveaux cas enregistré et d’une proportion de 24
%, a travers le monde pour I’année 2018.



Estimated number of deaths in 2018, worldwide, females, all ages

Breast
W 626670(15%)

Qther cancers

1 050 997 (37.2%) Lung
576060 (13.8%)
Colorectum
396 565 (9.5%)
Pancreas Cervix uteri
205332 (4.95%) 311 365 (7.5%)
Liver Stomach
233 256 (5.6%) 269130 (5.5%)
Total : 4 169 387
Data source:GLOBOCAN 2018 niematonal Agency for Resasrch o

Graph production: Global Cancer Observatory {htin://go.iarc.r/)
@ International Agency for Research on Cancer 2020
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Figure 2 : Estimation du nombre de déces dans le monde, en 2018 chez les femmes (5).

Selon la figure 2 : Le cancer du sein est aussi la premiere cause de mortalité par cancer chez
les femmes dans le monde, avec 626 679 déces, d’une proportion de 15% pour ’année 2018.

En Algérie, le cancer du sein touche une femme sur huit (1/8) au cours de sa vie, et touche
autant la femme jeune que ménopausée. La moyenne d’age est de 47 ans avec 20% de femmes

avant 40 ans et 12% de femmes avant 30 ans (6).

Son incidence est en augmentation et reste la premiere cause de mortalité chez la femme. Selon
L’TARC, 11847 cas ont été enregistré en 2018 (40 % des cancers chez la femme) et environ

18000 nouveaux cas sont attendus pour 1’an 2040.

La mortalité due au cancer du sein est liée le plus souvent au diagnostic tardif. La taille tumorale

moyenne est de 36 mm avec une atteinte ganglionnaire dans 2 sur 3 cas et diagnostic



métastatique dans 1 sur 5 des cas, ce qui peut étre amélioré par le diagnostic et le dépistage

précoce (6).

Les pathologies cancéreuses ne cessent pas d’augmenter d’une année a une autre d’ou
I’augmentation des incidences enregistrées chaque année notamment dans la wilaya de

Boumerdes (6).

Chez les femmes, on remarque que le cancer du sein prend toujours la méme place et avec des
incidences de plus en plus élevées et cela malgré la grande sensibilisation par rapport aux
facteurs de risques et I’encouragement de I’allaitement maternel et surtout pour les compagnes
généralisées de dépistages qui se font a travers la wilaya. De ce fait, elle est nommée wilaya

pilot pour I’année 2019 (statistiques des trois années de 2015 a 2017) (6).

Son incidence est en nette augmentation depuis 2015 ou il présentait 44.61%, 45,58% en 2016

et 57,95% en 2017. 350 cas ont été enregistrés pour I’année 2019 (Figure 3) (6).

Figure 3 : Evaluation comparative des incidences des pathologies
cancéreuses fréquentes, chez les femmes pour les années 2015,2016 et
2017(6).



Dans la wilaya de Boumerdes, dans un intervalle de 2ans [2015,2017], I’incidences du cancer
du sein chez la population féminine est en rapide augmentation remarquable, par rapport aux
autres types du cancer tel que le cancer de la thyroide et le cancer colorectal ol en remarque

une claire diminution.

Le méme registre a précisé que certaines communes sont plus touchées que d’autres, telles que
la commune de Naceria dans la daira de Bordj Menail ; qui ont enregistré des incidences de

cancer de sein tres élevées suivi par la daira de Dellys (6).

2. Anatomie du sein

Les glandes mammaires sont des glandes exocrines, lactiferes et sexuelles (7).
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Figure 4 : Schéma structurel du sein (8).
Le sein est constitué par la glande mammaire qui se développe dans la panicule adipeuse.

Cette glande en grappe est constituée de 10 a 20 lobes. Chaque lobe est subdivisé en lobules et
acini. De chaque lobe part un canal galactophore ou conduit lactifere. Ces conduits lactiferes

convergent vers le mamelon présentant une dilatation de lcm avant de pénétrer dans le



mamelon appelée : le sinus lactifére et ils s’ouvrent au sommet du mamelon par des ostiums

(Figure 4) (9).

2.1. Développement de la glande mammaire durant la vie de la femme
Le développement de la glande mammaire commence des les premieres semaines de la vie
embryonnaire, il suit les étapes de la vie de la femme y compris ; puberté, grossesse, allaitement

et ménopause.

Durant ses périodes, le sein subit plusieurs modifications physiologiques qui doivent étre

distinguées des modifications pathologiques (bénignes ou malignes).

La glande mammaire se développe et fonctionne sous I’influence des hormones sexuelles

fabriquées par les ovaires. Ces hormones sont de deux types :

Les cestrogenes, qui permettent notamment le développement des seins au moment de la puberté
et jouent un rdle important tout au long de la grossesse (assouplissement des tissus,

augmentation du volume sanguin nécessaire a 1’alimentation du bébé...etc.)

La progestérone qui joue notamment un rdle dans la différentiation des cellules du sein et sur
le cycle mensuel, en préparant par exemple I’utérus a une éventuelle grossesse (densification et

développement de la vascularisation de la muqueuse de I'utérus).

Au fils des ans, la glande mammaire se modifie. A partir de 40ans elle s’atrophie mais son

volume ne diminue pas toujours compens¢ par I’augmentation des tissus graisseux.



Chapitre 02 : Processus de

carcinogenese



La glande mammaire est un organe en évolution permanente ce qui le rend plus susceptible aux
transformations cancéreuses. Comme tout mécanisme tumoral, la carcinogenése mammaire
résulte de I’acquisition par les cellules d’un certain nombre de propriétés représentées en :
I’indépendance vis-a-vis des signaux de prolifération, 1’insensibilité aux signaux anti-

prolifératifs, la résistance a I’apoptose, la prolifération illimitée, la capacité a induire

I’angiogengese, ainsi que le pouvoir d’invasion tissulaire et de diffusion métastatique (10).

Une cellule cancéreuse provoque, au sein du tissu ou elle siege, la formation d’un amas
cellulaire ou tumeur. Une tumeur est un cancer uniquement si ses cellules ont la capacité
d’envahir d’autres tissus. Pour envahir un tissu, une cellule doit s’échapper du site primaire de
la tumeur, pénétrer dans le sang ou les vaisseaux lymphatiques (intravasation), sortir du systeme
sanguin ou lymphatique (extravasation) pour s’implanter dans un tissu (qui peut étre €¢loigné du
tissu ou siege de la tumeur primaire) et s’y développer, ce qui aboutit a la formation d’une

tumeur secondaire ou métastase (11).

L’ensemble de modifications phénotypiques ciblant une cellule au cours du processus de
transformation maligne sont le reflet de 1'acquisition consécutive des changements génétiques.
Ce processus complexe a multi-étape se déroule progressivement sur 20 ans ou plus et ce n'est
pas une transition abrupte d'une croissance normale a une croissance tumorale (12).

La mutation de genes critiques, comprenant des génes suppresseurs de tumeur, des oncogenes
et des genes impliqués dans la réparation de ' ADN, conduit a une instabilité génétique et a une
perte progressive de la différenciation (12).

L’incapacité des cellules cancéreuses a équilibrer la division cellulaire par la mort cellulaire
(apoptose) et la formation de leurs propre systeme vasculaire (angiogenese) conduit a une
croissance tumorale (12).

La perte de la capacité d'interaction et la présentation d’une croissance non contrdlée par les
cellules transformées conduisent a un envahissent des tissus environnants et a une dissémination

par voie sanguine ou lymphatique pour gagner les organes distants (12).

1. Définition du processus de carcinogenese
La transformation maligne est un processus multifactoriel, se déroule en plusieurs étapes,
notamment une progression a partir d'une 1ésion bénigne (un adénome) vers une tumeur maligne

(un carcinome). Cette évolution des cellules malignes est provoquée par l'accumulation



consécutive d'altérations des genes responsables du contrdle de la prolifération cellulaire, de la

mort cellulaire et du maintien de l'intégrité génétique (12).

La premiere cause du cancer du sein est ’agent de D’initiation tumorale qui est toujours
inconnue, cependant, le développement cancéreux peut &tre initié par des agents
environnementaux (des cancérogenes chimiques, des rayonnements, des virus) ou des facteurs
génétiques héréditaires (12).

La tumeur est plutot le résultat d’un processus évolutif mettant en jeu des générations

successives de cellules qui tendent progressivement vers une prolifération cancéreuse (12).

2. Etapes de la carcinogenese

La carcinogenese est généralement un processus lent qui se déroule pendant de nombreuses
années, voire des décennies, les cellules cancéreuses restent treés vulnérables seules quelques-
unes réussiront a atteindre le stade malin. Cette vulnérabilité permet d'intervenir et de franchir
plusieurs stades du développement tumoral, ainsi de prévenir 1'apparition de la maladie.

Cette carcinogenese se déroule en trois étapes successives : l'initiation, la promotion et la

progression tumorale. Dont chacune est d’une durée variable (12).
2.1. L’initiation

C’est une étape ponctuelle correspondante a I’altération du génome d’une seule cellule
normale, lui conférant la propriété d’échapper aux régulations cellulaires, y compris,
I’altérations de I’ADN d’origine endogene (erreurs au cours de la réplication de I’ADN), I’effet
des radicaux libres sur I’ADN et les altérations induites par des facteurs environnementaux

cancérogenes (13).

Une altération de ’ADN par un agent cancérogene génotoxique (virus, UV.) produit une
mutation. Cette derniére n’est transmise aux cellules dérivantes de la cellule initiée, si elle n’est

pas destinée a ’apoptose et si les altérations de I’ADN ne sont pas réparées (13).
2.2. La promotion

C’est une phase relativement longue au cours de laquelle la cellule initiée va proliférer et

provoquer une expansion clonale de cellules mutées.



Divers facteurs endogenes (facteurs de croissance et hormones) ou exogenes (toxiques
chimiques, facteurs alimentaires, etc.) a cause de leurs action répétitive, vont déréguler certains
des mécanismes qui contrdlent la multiplication cellulaire en aboutissant a la formation d’une

lésion précancéreuse (13).
2.3. La progression

Cette phase est a l'origine du phénomene de dissémination métastatique, elle résulte des

interactions entre le stroma et 1’épithélium (14).

Elle correspond a I’augmentation de la division anarchique qui échappe du controle cellulaire,
de I’expression phénotypique de la malignité et de I’instabilité génétique de plus en plus

marquée. L’accroissement du taux de division cellulaire augmente les risques de mutations.

C’est une phase qui se prolonge avec le temps, par ’acquisition progressive de caractéristiques
de plus en plus malignes, notamment des mécanismes de 1’invasion tumorale, de la capacité

métastatique et de la résistance aux antimitotiques
Lors de la phase de progression, plusieurs mécanismes peuvent étre observés :

» L’angiogenése.

> L’invasion et dissémination tumorale.
2.3.1 L’Angiogenése

L’angiogenése tumorale est primordiale pour le développement de la tumeur. Une tumeur solide
ne peut pas excéder 1 2 2mm3 la néo-vascularisation qui contribue a créer un environnement
métabolique et immunitaire unique. En effet, I’angiogenéese tumorale participe a I’augmentation
de I’afflux en oxygéne et en nutriments, dont ’apport par simple diffusion n’est plus suffisant
a la survie, la croissance et méme a la dissémination de la tumeur (I’oxygéne ne peut diffuser

passivement que sur de courtes distances, de I’ordre d’une centaine de micrometres) (15).
2.3.2 Invasion et dissémination tumorale

Lorsque les cellules cancéreuses croissent et se divisent, elles acquierent la capacité de
déplacement de I’endroit ou le cancer est apparu pour la premiére fois a d’autres parties du

corps. Le cancer peut se propager de 3 fagons.
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» L’extension directe (invasion) signifie que la tumeur primitive se répand dans les tissus
ou les structures a proximité (16).

» La dissémination par le systeme lymphatique est que les cellules cancéreuses
s’échappent de la tumeur primitive et se propagent a une autre partic du corps en
déplacant par le systeme lymphatique (16).

» La dissémination par la circulation sanguine (dissémination hématogene) exprime le
détachent des cellules cancéreuses de la tumeur primitive, I’entrée dans la circulation

sanguine et le déplacement vers un emplacement différent dans le corps (16).

L’envahissement locorégional se fait via les ganglions drainant le territoire concerné
par la néoplasie (néoformation tissulaire). Dans le cas du cancer du sein, c’est souvent

les ganglions axillaires homolatéraux qui sont atteints en premier.

La dissémination est favorisée par les cycles de multiplication non contrdlés qui donnent
aux cellules tumorales une malignité de plus en plus marquée avec des populations

cellulaires hétérogenes dans le cancer primitif (17).
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Figure 5 : Les principales étapes du développement d'une tumeur d'origine épithéliale (18).
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» Dans les premieres étapes de la carcinogenese mammaire, les cellules épithéliales du
sein vont subir des mutations au niveau de I'ADN qui activent le cycle cellulaire.
Ensuite, il y a des genes réparateurs d'ADN et des genes suppresseurs de tumeurs qui
doivent entrer en jeu pour les éliminer, car leur fonction est de controler l'activité
cellulaire normale. Si ces processus ne sont pas complétés, il y aura une prolifération
anormale de certaines cellules anormales.

» L’accumulation de mutations par ces cellules au fil des 14 divisions successives serait
ensuite a l'origine de tumeurs (19), a la suite de la croissance incontr6lée des cellules
cancéreuses et la formation d'une tumeur primaire située dans le sein, les cellules
peuvent s'en détacher et s'étendre localement pour atteindre les nceuds axillaires via les
vaisseaux lymphatiques ou migrer vers des organes distants comme les os, le foie, les
poumons ou le cerveau formant des métastases. Ainsi, la métastase est une série
complexe d’étapes au cours desquelles des cellules cancéreuses quittent la tumeur
primaire et migrent vers d'autres parties du corps en utilisant le systeme lymphatique
et/ou le systeme sanguin. En effet, des cellules malignes se détachent de la tumeur
primaire et se lient aux protéines de la matrice extracellulaire (ECM), qui sépare la
tumeur des tissus voisins. En dégradant ces protéines, les cellules cancéreuses
envahissent 'ECM. Pour détenir un potentiel métastatique les cellules doivent posséder
la capacité de proliférer, d'avoir acquis la mobilité et la perte de I'adhésion cellulaire.
Un autre événement qui est critique est I'enclenchement du processus appelé

I’angiogenese.
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Parmi les centaines d’articles que nous avons trouvé sur Pub Med et Google scholar ainsi que
certaines theéses, nous avons choisi 45 articles entre 2003 et 2020. Notre choix a été basé sur
I’étude du lien entre la TGF-B et TEMT dans la progression du cancer du sein. D’autre part
nous avons sélectionné les critéres d’inclusion (cancer du sein, cancer du sein avec métastase),
ainsi que, des critéres d’exclusion (cancer du sein avec maladie chronique, cancer du sein avec

d’autres types des cancers).

De cela nous avons choisi L’EMT grace a son role important dans le processus métastatique

d’ou son absence égale a I’absence de sa dissémination.

14



Chapitre 03 : Role de la transition
épithélio-mésenchymateuse dans la
progression du cancer du sein



La dissémination métastatique repose sur un ensemble d’événements qui conduit a la
colonisation d’un tissu distant de la tumeur primaire par des cellules cancéreuses. Il s’agit d’un
processus a multi étapes, dans lequel chacune représente un obstacle et que seul un petit nombre

de cellules réussit a franchir ces étapes (18).

Dans le développement tumoral, deux phénomenes intrinseques interviennent a travers la
favorisation de la dissémination au sein de 1’organisme et la formation des métastases, y
compris : la diversité génétique des cellules cancéreuses au sein d’une tumeur et la plasticité

conférée a ces cellules a travers des signaux provenant du microenvironnement (18).

La transition épithélio-mésenchymateuse se caractérise par un processus dynamique et
réversible, au cours duquel les cellules tumorales sont accordées par une capacité unique de
motilité, de survie et d’adaptation aux différents stress et aux nouveaux environnements

rencontrés au cours des différentes phases de la dissémination métastatique (18).

Au cours des phases initiales du processus malin, les cellules tumorales restent confinées au
site initial du fait de I’importance des jonctions inter-cellulaires (jonctions serrées, jonctions

adhérentes ou desmosomes) qui caractérisent les tissus épithéliaux (20).

Les cellules épithéliales normales présentent une polarisation apico-basale, une répartition
localisée des molécules d’adhésion (les cadhérines et les intégrines), une latéralisation des
jonctions inter-cellulaires et une polarisation des fibres d’actine. En outre, elles sont ancrées
par leur pole basal a un réseau dense de glycoprotéines et de protéoglycanes, appelé membrane
basale, qui délimite le tissu épithélial de la matrice extracellulaire environnante. Cependant, au
cours de la progression tumorale, les 1ésions peuvent devenir invasives par perte de ces

jonctions et le franchissement de la membrane basale via la cascade métastatique (20).

Cette derniere inclue notamment la perte des jonctions inter-cellulaires et la production de
métalloprotéases pour 1’étape d’invasion, 1’acquisition de capacités de survie dans la

circulation, et le gain de capacités d’adaptation dans un nouveau microenvironnement.

Le franchissement de ces étapes repose également sur le développement d’interactions entre
cellules tumorales et cellules du microenvironnement, conduisant en particulier, a la production
de molécules pro-angiogéniques par les cellules endothéliales, les cellules du stroma et
certaines cellules progénitrices du systeme hématopoi€tique et a la sécrétion de

métalloprotéases, de cathepsines et de glycosidases par les cellules stromales (21).
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Selon le modéle classique de la progression tumorale et la croissance d’une tumeur évolue selon
des phases d’expansion clonale qui font suite a la sélection de cellules ayant acquis des

avantages de prolifération et de survie (22).

1. Définition de la transition épithélio-mésenchymateuse

La transformation épithélio-mésenchymateuse a été étudiée pour la premiere fois par Elizabeth
Hay a l'aide d'un modele de formation de stries primitives chez le poussin. Plus tard, les
chercheurs ont décrit le processus comme une conversion morphologique se produisant a des
endroits spécifiques dans 1'épithélium embryonnaire pour donner naissance a des cellules
migratoires distinctes. Par conséquent, le terme « transformation » a été remplacé par
« transition » et le phénomene est devenu connu sous le nom de «la transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT) ». Les cellules du cancer du sein comme beaucoup d'autres cellules
cancéreuses, utilisent '’EMT qui permet aux cellules épithéliales de se débarrasser de leurs

marqueurs et d'acquérir des caractéristiques mésenchymateuses (23-24).

L’EMT est un processus embryonnaire de transdifférenciation cellulaire permettant de générer
des cellules mésenchymateuses a partir d’un épithélium structuré. Ce phénomene est
dynamique et réversible, le processus de retour a un état épithélial étant appelé transition

mésenchymo-épithéliale (MET) (25).

Dans ’EMT les cellules épithéliales perdent les jonctions adhérentes et serrées qui les
maintiennent en contact avec leurs voisines et acquierent des propriétés mésenchymateuses,
notamment la morphologie fibroblastoide, les changements caractéristiques de 1'expression
génique et le potentiel accru de motilité, ce qui leurs permet de traverser la membrane basale et

de migrer sur une longue distance (26-27).

Il convient de considérer "TEMT comme un processus dynamique et réversible, finement régulé
par un ensemble de signaux issus du microenvironnement et des voies des signalisations.
L’activation de ces voies conduit a I’expression de facteurs de transcription qui contrdlent
I’expression de genes impliqués dans le contrdle des interactions cellules-cellules, de la
différenciation et de la motilité cellulaires. Ces facteurs de transcription inducteurs de 'EMT
(FT-TEM) incluent les protéines BHLH de la famille Twist (Twist1, Twist2) et des facteurs de
transcription a doigts de zinc de la famille Snail (Snaill/Snail, Snail2/Slug) et de la famille Zeb
(Zebl, Zeb2/Sipl) (28).
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Le concept de EMT a été développé dans le domaine de 1'embryologie mais récemment été
étendu a la progression des tumeurs et aux métastases. Aussi impliquée dans des processus tels

que la cicatrisation des plaies et les roulements des cellules souches.

Cellules épithéliales Transition épithélio-mésenchymateuse

Apical Diminution des adhérences cellule-cellule
Adhérences Perte de la polarité apico-basal
Cellule-Cellule Degradation de la lame basale (MMP)
'y Gain des capacités migratoires
- ] - Ao - -
= e S, - -- B > > 2 -
== - a
FIELABLI ANV, < — BB
v S ¥ F N
Basal
Adhérences

Cellule-Matrice

Cellule mésenchymateuse

Figure 6 : Schéma des différentes étapes de la transition épithélio-
mésenchymateuse (29).

(Marron, cadhérines ; rouge, intégrines ; bleu, noyaux ; jaune, MMPs.)

2. Types de PEMT

Les EMT sont classés en trois types selon le contexte biologique dans lequel ils se produisent

2.1 L’EMT de type 1

Caractéris€ par un ensemble des événements de transition qui permettent aux cellules
épithéliales de devenir des cellules mésenchymateuses mobiles pendant I'implantation, la
formation de l'embryon, la gastrulation et la migration de la créte neurale. Ces cellules

mésenchymateuses primaires agissent comme des progéniteurs et génerent des €pithéliums
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secondaires dans les organes méso-dermiques et endodermiques via la transition mésenchymo-

épithéliale (MET) (30).
2.2 I’EMT de type 2

Il est associé a la cicatrisation des plaies, a la régénération des tissus et a la fibrose des organes.
Dans ce processus, des fibroblastes tissulaires sont générés a partir de cellules épithéliales ou

endothéliales lors de blessures et d'inflammations chroniques (30).
2.3 L’EMT de type 3

Ce dernier se produit dans les cellules cancéreuses épithéliales, est le processus par lequel les
cellules cancéreuses situées au front invasif des tumeurs primaires, subissent une conversion
phénotypique pour envahir la circulation et générer une Iésion métastatique au niveau de tissus

ou d'organes distants par ’EMT (30).

Ces trois types d’EMT représentent des processus biologiques considérablement différents (30).

Type | EMT Type Il EMT Type Il EMT
embryonic development Wound healing and fibrosis Cancer metastasis
ol olololo o
L3242 ENT
Primitive epithelium =
| v %2 [CHe]
. 1)
% ﬁ;ﬁ g
; Fibroblasts
Mesenchymal cells
l MET
e R )|
(elololololo)
Secondary epithelia

Epithelial tumors

Figure 7 : Les trois types de la transition épithélio-mésenchymateuse (31).
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3. Les régulateurs de PEMT

L'une des caractéristiques de ’EMT est la perte d'expression de I'E-cadhérine, une molécule clé
d'adhésion entre les cellules. En tant que gardien du phénotype épithélial, I'E-cadhérine aide a
assembler les couches des cellules épithéliales et a maintenir la quiescence des cellules au sein

de ces couches cellulaires (32).

L’EMT est organisée par l’activation d’une machinerie transcriptionnelle complexe, ces
facteurs de transcription sont la famille des Twist, doigts de zinc (Snaill/Snail, Snail2/Slug,
Zebl, Zeb2/Sipl) (33), ainsi une grande majorité des voies de signalisation connues qui
contrdle la régulation tel les voies Wnt, Hedgehog et Notch, ainsi que des voies de signalisation
empruntées par les cytokines de types TGF-B ( transforming growth factor- ), EGF
(‘epidermal growth factor),FGF ( fibroblast growth factor) et HGF ( hepatocyte growth
factor) (34). La TGF-P est sans doute la cytokine dont le role au cours de PEMT est le mieux

caractérisé (34).

4. Role du facteur de croissance transformant-p (TFG-f)

Le facteur de croissance transformant B (TGF-B) est une cytokine sécrétée par de nombreux
types cellulaires dont les plaquettes, les macrophages, les fibroblastes, les ostéoblastes et les
cellules épithéliales. Elle régule la prolifération et la migration des cellules ainsi que la

différenciation cellulaire. Plusieurs types de cellules cancéreuses produisent également du

TGE-p.

La TGF-p joue un réle dans le controle du développement embryogénique, de I'inflammation
et de la réparation des tissus, ainsi que dans le maintien de I'homéostasie des tissus adultes, par
conséquent, des altérations de la signalisation du TGF-J3 ont été impliquées dans de nombreuses

maladies, y compris le cancer (35).

Au cours des premiers stades de la tumorigenese, la TGF- agit comme un suppresseur de

tumeur en induisant I'apoptose des cellules normales (35).

A des stades avancés, lorsque les cellules cancéreuses ont acquis des mutations oncogenes et/ou
ont perdu la fonction de géne suppresseur de tumeur, la TGF-B fonctionne comme un
stimulateur des cellules tumorales et induit une transition dite épithélio-mésenchymateuse.

Cette dernicre conduit a des métastases (35).
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5. Role des cellules souches cancéreuses (CSC)

Les cellules souches cancéreuses sont définies comme des cellules tumorales lorsqu’elles
répondent a deux criteres fondamentaux : la capacité de s’auto-renouveler et de générer tous les
types de cellules cancéreuses présentes dans la tumeur en question. Comme les CSC possedent
des propriétés similaires aux cellules souches normales et qui permettent la croissance de la
tumeur et surtout la résistance a certains traitements anticancéreux, la transplantation en série
chez des souris immonocompromises (dépourvues du systeme immunitaire) reste le meilleur

test fonctionnel pour définir une CSC (36).
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Chapitre 4 : Impact de ’étude de PEMT
dans le développement de nouveaux
traitements anticancéreux



Les thérapies anticancéreuses classiques utilisées pour traiter les cancers du sein agressifs
peuvent étre efficaces au départ, cependant, avec le temps, de nombreux patients rechutent.
Une des explications pour cette rechute est la résistance thérapeutique des cellules souches

cancéreuses (CSC) dans la tumeur (37).

Malgré que I’identification des CSC a permis I’émergence de nouveaux espoirs, leurs
caractérisations a mis en évidence une certaine résistance aux différents traitements

anticancéreux, tels que la radiothérapie (37) et la chimiothérapie (38).

De plus, il a récemment été montré que certaines cellules non-CSC pouvaient réacquérir le
phénotype de cellules souches cancéreuses sous I’effet de traitement anticancéreux, enrichissant

d’autant la population résistante (38).

D’autre part, la présence de marqueurs de '’EMT chez le patient est un indicateur de mauvais
pronostic, de récentes données établissent une forte corrélation entre la plasticité octroyée par

I’EMT et I’acquisition de propriétés de résistance (37).

Un tour d’horizon des différents mécanismes de radiorésistance, chimiorésistance, ainsi de

reprogrammation et des approches thérapeutiques envisagées pour outrepasser ces résistances.

1. Les thérapies anticancéreuses ciblant PEMT
En effet, apres la thérapie, les cellules tumorales mammaires résiduelles affichent a la fois des

caractéristiques mésenchymateuses et initiatrices de tumeurs (39).

Dans le but de ciblage des CSC, les stratégies utilisées comprennent les voies de signalisation :
Notch, Wnt et Shh, mais aussi, des stratégies de criblage a haut débit. Ces derniers ont déja
produit des résultats tels que la salinomycine qui a été déja identifiée a partir d'une bibliotheque
composée de 16.000 petites molécules, basée sur sa cytotoxicité sélective vers les cellules
mammaires enrichies en CSC. Cette étude a affirmé que les CSC présentant des caractéristiques

mésenchymateuses peuvent €tre sélectivement ciblées (40).

La caractérisation de multiples voies de signalisation majoritairement activées dans les CSC
(chapitre3) permettra la découverte et la focalisation sur des cibles plus efficace pour les
éliminer. Par exemple, dans le cancer du sein, la voie de signalisation JAK2/Stat3 est
spécifiquement nécessaire pour la croissance des populations de CSC (41). En outre, de
nouvelles stratégies sont développées afin de cibler les enzymes cytoprotectrices telles que
l'aldéhyde déshydrogénase (ALDH) ou les pompes a efflux de médicaments telles que les
transporteurs ABC (42).
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Aussi, la possibilité d'utiliser des biopsies de patients ouvre le chemin vers 1’évaluation de
I’efficacité de différentes thérapies in-vitro, de prévoir les réponses de ces patients aux
traitements et méme de désigner des stratégies thérapeutiques personnalisées (43). De plus,
lorsque ces biopsies sont testées sur des modeles métastatiques de souris en combinaison avec
des genes rapporteurs et des techniques d'imagerie, une meilleure évaluation des stratégies
thérapeutiques s’offre aux spécialistes suite d’une meilleure compréhension de la biologie des

processus activés dans ces tumeurs (44).

Par ailleurs, certaines thérapies étaient initialement congues pour prévenir la croissance et la
dissémination tumorale a travers I’utilisation des inhibiteurs de l'angiogenese ainsi que les
inhibiteurs de la poly (ADP-ribose) polymérase-1 (PARP-1). Ces derniers ont été utilisés seuls
ou en combinaisons avec la chimiothérapie et la radiothérapie. Par la suite, les chercheurs ont
découvert qu'ils pouvaient promouvoir I'EMT suite a la régulation de la voie de signalisation

TGF-B via PARP-1(45).

Cependant, une étude suivante a suggéré que PARP-1 peut jouer un réle dans la stabilisation de
la protéine Snail, suggérant a nouveau I'intérét de son inhibition dans les traitements
anticancéreux. D’apres ces résultats, il est évident que I’ensemble de molécules qui exercent de
multiples roles dans les mémes voies de signalisation et dont I’expression est contexte
cellulaire-dépendante ne doivent pas étre visé comme une cible des traitements anti-cancéreux.
Par conséquent, des efforts ont été consacrés dans le but de la conception de thérapies

spécifiques pour cibler a la fois PEMT et les cellules souches cancéreuses (46).

En ce qui concerne I'EMT, la stratégie privilégiée a été le ciblage des voies de récepteurs a
Tyrosine Kinase (EGFR, ErbB, PDGFR, etc) par I’utilisation des antagonistes des récepteurs

ou des inhibiteurs sous forme d'anticorps ou de petites molécules (47).

Une autre cible d’inhibition est la voie de signalisation TGF-f ; via l'utilisation des mémes
stratégies ou encore a travers des anticorps neutralisants contre le TGF-f étaient en essai

clinique de phase 1 (47).

Un autre point assez important, lorsque la cible est les voies de signalisation pléiotropiques ou
bien qui jouent des rdles a la fois bénéfiques et néfastes comme la TGF-B ou ’hypoxie. A ce
niveau, le ciblage des facteurs de transcription qui déclenchent le processus de ’EMT pourrait
étre avantageux, principalement parce qu'ils sont tres faiblement exprimés voire non-exprimés
dans les tissus adultes normaux. Cependant, les facteurs de transcription sont difficiles a cibler

avec les approches classiques.
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Les microARN et les ARN interférents sont faciles a concevoir et offriraient une bonne
spécificité. Malgré I’instabilité de ces ARNSs, plusieurs études ont démontré une inhibition de
la tumorigenese et des métastases dans des modeles de souris en administrant des miRNAs et

des siRNA-aptamer. (48- 49-50).

En termes de plasticité, concernant les thérapies ciblant des CSC; 'EMT et les CSC
représentent une limitation qui pourrait survenir. Ceci provient apres une découverte qui a
démontré que les cellules épithéliales mammaires normales et transformées peuvent €tre
converties en cellules souches et en cellules souches cancéreuses respectivement (51). Ainsi, la
possibilité de la génération de nouvelles cellules souches est possible malgré 1’éventuelle

inhibition des cellules souches préexistantes.

Par ailleurs, bien que 'EMT soit cruciale pour la dissémination de la tumeur et I’échappement
aux mécanismes de sauvegarde cellulaires, les cellules tumorales reviennent au phénotype
épithélial via le processus de la MET (Mesenchymal-epithelial transition) afin de former des
métastases et de coloniser des nouveaux les sites distants. Ce qui a rendu, les stratégies de

ciblage uniquement des CSC ne peuvent pas étre efficaces pour le traitement.

Dans le cancer, ’EMT est un événement transitoire, indiquant que 1’invasion et les métastases
sont deux processus indépendants qui impliquent probablement différents réseaux de genes. Par
conséquent, les stratégies ciblant ’EMT peuvent étre efficaces pour le traitement des tumeurs
primaires tout en étant, cependant, préjudiciables quant a la prévention des métastases.
Néanmoins, les thérapies combinées ainsi que le progres au niveau de la dissection des
mécanismes de la plasticité cellulaire et l'interaction des cellules tumorales avec la niche

métastatique seront cruciales pour concevoir des traitements plus efficaces.

1.1 La chimiothérapie

La chimiothérapie fait appel a des médicaments qui visent a la destruction des cellules
cancéreuses déja présentes dans I’organisme et a les empécher de se multiplier, ainsi elle tente
d’inhiber la croissance de la maladie et d’obtenir une régression de la tumeur cancéreuse qui
peut se traduire par une rémission partielle de quelques mois a plusieurs années. Maintenant,
plus du tiers des personnes atteintes de cancer peuvent bénéficier d’une rémission complete et

d’une guérison éventuelle de leur maladie (52).

23



Le cancer du sein comme d’autres cancers que 1’on croyait incurables, répondent trés bien au
traitement par chimiothérapie, surtout s’il est administré tot dans le processus de la maladie

(52).
Dans le traitement du cancer, la chimiothérapie peut correspondre a différents objectifs :

e Dans la plupart des cas de cancer local avancé ou de cancer avec des métastases disséminées
dans I’organisme, la chimiothérapie est dite palliative, parce qu’elle freine la progression de la

maladie et en atténue les effets sans toutefois réussir a éliminer completement la maladie.

¢ Dans le cas de la chimiothérapie adjuvante, elle est associée a la chirurgie ou a la radiothérapie
afin d’aider a la guérison des personnes malades. Dans ce contexte, c’est la thérapie
multidisciplinaire, qui veut dire un traitement local combiné & un traitement systémique. La
chimiothérapie adjuvante permet L.’amélioration des chances de survie obtenues par la chirurgie

ou par la radiothérapie seule (53).

La réactivation aberrante de ’EMT favorise I'initiation tumorale et promeut la dissémination
métastatique. La présence de marqueurs de ’EMT chez un patient est un indicateur de mauvais
pronostic. De plus, a travers de récentes données une forte corrélation entre la plasticité octroyée

cette EMT et I’acquisition de propriétés de chimiorésistance est prouvée (37).

En fait, une activation des voies de signalisation impliquées dans 'EMT ou I’induction
aberrante de facteurs de transcription embryonnaires situés en aval octroient aux cellules une
chimiorésistance accrue. Contrairement, leur inhibition permet une restauration de la sensibilité

envers différentes drogues.

Malgré I’établissent de la forte corrélation entre ’EMT comme un contributeur de I’acquisition
de ces mécanismes de résistance et la résistance aux médicaments, une meilleure
compréhension des mécanismes moléculaires sous-jacents reste nécessaire grace a diverses

stratégies susceptibles de surmonter ces effets (37).

1.1.1 L’EMT et la chimiorésistance

Afin de comprendre les mécanismes de chimiorésistance, de gros efforts ont été faits ces
derniéres années. Parmi les approches utilisées a été 1’établissement des profils d’expression
génique a partir d’un pool de lignées tumorales issues de divers tissus. Ces profils étaient

corrélés a la sensibilité aux drogues couramment utilisées pour traiter les tumeurs associées a
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ces lignées. L analyse de profils provenant de cancers du sein, en particulier, a ainsi permis de
corréler la chimiorésistance des tumeurs a une signature génique contenant de nombreux

marqueurs d’EMT (54).

A partir de 13, il était valide d’envisager ’EMT comme un mécanisme moléculaire et cellulaire
qui favorise I’acquisition d’un phénotype de résistance, en particulier, aux niveaux
physiologique et pathologique, aussi, il a été démontré que différents facteurs de transcription
embryonnaires induisant une transition épithélio-mésenchymateuse (FT-TEM) sont capables

de neutraliser les systémes de sauvegarde cellulaire.

Ils apparaissent comme des régulateurs majeurs des voies oncosuppressives dépendantes des
protéines p53 et pRb (la protéine du rétinoblastome), par la favorisation d’un effet tant sur leur
activation et leur stabilisation que sur leur activité transcriptionnelle. M&me, ils étaient capables
d’activer des voies de survie NF-kB (Nuclear factor-kappa B) et AKT et de moduler
I’expression ou D’activit¢é des membres de la famille Bcl-2 en faveur des protéines

antiapoptotiques (55).

Comme les FT-TEM sont impliqués dans la résistance a diverses classes de molécules
génotoxiques dites molécules classiques telles que les anthracyclines, les poisons du fuseau
mitotique ou encore les dérivés du platine de nouvelles classes de médicaments, telles que les
inhibiteurs de tyrosine kinases, ciblant spécifiquement certaines voies moléculaires impliquées
dans la progression tumorale, ont été développées. Cependant, trés rapidement, plusieurs

travaux ont mis en exergue 1’apparition de résistances imputables a 'EMT (56).

L’expression des FT-TEM et ’engagement des cellules dans un programme d’EMT ont été
recherchés dans divers cas de chimiorésistance. Ainsi, ’EMT semble impliquée dans la
résistance en grande partie aux molécules thérapeutiques classiquement utilisées. Ces
phénomenes de résistance sont retrouvés dans des organes et tissus variés tels que le sein et ne

se limitent pas a un tissu donné (57-58).

Un nouvel horizon d’investigation est ouvert avec I’implication des micro-ARN dans la

régulation de ’EMT (miR-200) et de ’oncogenése de maniere générale.

Plusieurs études ont détecté une perte d’expression de ces divers micro-ARN apres un
traitement par des molécules telles que les taxanes, le 5-FU (le S-fluorouracil) et le
cyclophosphamide sur des lignées tumorales mais aussi des €chantillons tumoraux de patients

(57-58). Ces détections ont démontré non seulement I’implication des micro-ARN (Chapitre 3)
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dans I’induction d’une TEM mais aussi leur implication dans une probable baisse, ou encore

une perte, de sensibilité des tumeurs a plusieurs molécules thérapeutiques.

En effet, les cellules humaines possédent des protéines transmembranaires capables d’éluer
différents substrats endogenes (protéines, ions, toxines, etc.). Au-dela de leur rdle primordial
dans la physiologie humaine, un bon nombre de ces transporteurs (de la famille ABC) se
trouvent étre surexprimés par les cellules tumorales et sont corrélés a une plus grande
probabilité d’échec du traitement (59). En réponse au traitement I’expression de ces
transporteurs est augmentée, suggérant un mécanisme hautement adaptatif (60). Par conséquent
c’est logique que plusieurs laboratoires se sont tournés vers 1’étude d’une possible induction de
I’expression de ces transporteurs au cours de ’EMT. Leurs résultats démontrent que I’induction
d’une EMT conduit a un gain d’expression de divers transporteurs de la famille ABC (61).
L’inhibition de ces facteurs, au niveau endogene, par interférence d’ARN dans des lignées
tumorales mésenchymateuses, conduit non seulement a une réversion de ’EMT mais aussi a

une baisse significative de I’expression des pompes a efflux, s’accompagnant d’un gain

important en termes de chimiosensibilité.
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Figure 8 : Les facteurs conduisant vers le phénomene de la chimiorésistance (37).

Figure 1: Généralement les mécanismes conduisant vers une chimiorésistance sont
multifactoriels, ils résultent de I’activité intrinséque des facteurs de transcription embryonnaires
et/ou de la reprogrammation génique associée. Les cellules engageaient en EMT sont associé a

une augmentation de la prévalence des résistances aux traitements classiques en oncologie.

1.1.2 Les stratégies ciblant PEMT

D’aprés de nombreuses études concernant I'intervention de ’EMT notamment dans la
résistance a la chimiothérapie, il semble possible de concevoir et d’évaluer des stratégies
thérapeutiques ciblant cette EMT via différentes approches, soit pour inhiber son potentiel

transformant ou encore pour limiter ses répercussions en termes de chimiorésistance (37).
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Un des premiers axes de recherche a été la focalisation sur le ciblage des voies de signalisation
qui régulent P’EMT, Ces voies sont tres fortement interconnectées, ce qui peut présenter a la
fois de nombreux avantages et tout autant d’inconvénients. Cette connectivité pourrait
idéalement fournir une cible commune autorisant d’enrayer, ou tout au moins de perturber, toute
la cascade de régulation de ’EMT. Cependant, un processus d’échappement idéal est présenté
par ’abondance des intercommunications entre ces voies. De plus, dans divers cas de cancer
ces voies sont fréquemment mutées a travers le masquage du site visé ou un taux d’expression
aberrant de la cible peut, en conséquence, considérablement réduire I’efficacité de la drogue

(37).

Ces voies sont visées par de nombreuses molécules qui sont déja sur le marché a titre d’exemple
(erlotinib, trastuzumab, rapamycine, ...etc.). Certaines d’entre elles présentaient des résistances
majeures. Cependant, certains laboratoires tentaient de cibler les voies inductrices ’EMT via
de multiples approches, dont certaines étaient en cours d’évaluation clinique (62). Une stratégie
alternative consisterait a I’inactivation des FT-TEM et, par ce biais, ’EMT associée (voir figure
2A). Dans la majorité des tissus sains, 1’absence d’expression des FT-TEM pourrait limiter la
toxicité de telles approches a priori. En particulier, leur neutralisation pourrait permettre de

restaurer les mécanismes de sauvegarde que sont la sénescence et ’apoptose (63- 64).

L’objectif des approches visant a restaurer ces mécanismes a été validé sur des modeles murins
dans lesquels la régulation a souhait de 1’expression de la protéine oncosuppressive p53 est
possible (65). Par exemple, comme le gene TWIST1 est spécifiquement et invariablement
associ¢ a ’amplification du géne N-MYC, aussi, I’extinction de I’expression de TWIST1 in
vitro induit la mort par apoptose des cellules, un modele adéquat pour I’évaluation de ce type

de stratégies ciblées pourrait se représenter grace au neuroblastome (66).

L’expression du géne ZEB1 est inhibé par interférence d’ARN permet également de restaurer
un mécanisme de sénescence, de revenir a un phénotype €pithélial et de réinstaurer une certaine
sensibilité aux molécules thérapeutiques classiques (67). Egalement, in vivo une diminution de
la prise tumorale et de la dissémination métastatique est entrainée a travers la coadministration

de paclitaxel et I’extinction du gene TWIST1 (68) (voir figure 3).

28



A Therapie classigue

8 JF% Gl IRy -

Turmeur 2 ! .
Régression de latumeur  Conaines cellules échappent R'EIW"'JET":E
au stress thérapeutique oe la tumewr
grace a une TEM l
Echappement

et ressiance

Therapie classigue
+
anti-TEM

A "INy -~ p—

Turmeur Reégression de [a turneur Absence déechappement l

Diminution du risque
de récidive

Augmeentation de la swvie

. Callule apoptotique *- Cellule sénescante

Figure 9 : La différence d'effet entre la thérapie classique standard et celle combinée (37).

(Figure 3) A. Apres une administration d’un traitement anticancéreux classique, une régression
tumorale est aboutie a travers 1’induction de la mort des cellules par apoptose ou par leur entrée
en sénescence. Néanmoins, la pression de sélection subie par ces cellules peut aboutir dans
certains cas a I’induction d’une EMT, permettant aux cellules d’échapper au traitement, en

engendrant les problemes de récidive.

B. Théoriquement, ’émergence d’une population résistante devrait étre éviter suite a la
combinaison d’une thérapie classique a une molécule ciblant ’EMT. Cette stratégie combinée

devrait €tre plus efficace en permettant une régression globale de la tumeur.

Au-dela de la difficulté de cibler des protéines nucléaires, la redondance et I’inter-régulation
des facteurs de transcription embryonnaires sont une nouvelle fois susceptibles de déjouer

certaines stratégies.

Par ailleurs, dans certains cas, 1’inhibition de ces facteurs pourrait avoir un effet inverse de celui
escompté en favorisant la colonisation des sites secondaires via la réversion vers un phénotype

épithélial (69-70). D’autres approches ont été orienté vers la vision de I’inhibition de
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I’engagement des cellules dans le programme d’EMT ou a les éradiquer, une reprogrammation
génique est complete associé a ce changement phénotypique, impliquant divers mécanismes

épigénétiques, dont des restructurations de la chromatine (Figure 2B).

Le traitement de cellules en EMT par un inhibiteur d’histones désacétylases permet la
restauration de I’expression de I’E-cadhérine et de la sensibilité au gefitinib (56). Néanmoins,
cette stratégie reste a valider dans d’autres modeles expérimentaux. Des expériences de criblage
a haut débit visant a identifier des molécules susceptibles d’éliminer préférentiellement les
cellules mésenchymateuses ont débouché sur I’identification de la salinomycine, validée depuis
sur divers modeles expérimentaux (Figure 2C) (71-72). Des effets collatéraux sur les cellules
épithéliales adjacentes conduisant une nouvelle fois a I’émergence de cellules résistantes liée a
I’expression des facteurs de transcription embryonnaires et a ’activation de la voie AKT, ont
été Les premieres analyses révélées (73). D’autres recherches a valider ont été pour identifier

des récepteurs ou antigénes permettant un ciblage spécifique des cellules mésenchymateuses.

Puisque, la plasticité cellulaire conférée par ’EMT contribue a la transformation cellulaire, et
aussi la probabilité de I’intérét de limiter cette plasticité en forgant les cellules a s’engager dans
un mécanisme de différenciation. Cette approche est utilisée avec succes dans le traitement des
différents types de leucémie, ou elle permet de différencier les précurseurs leucocytaires afin
de potentialiser I’effet des protocoles thérapeutiques classiques. Par ailleurs, le traitement de
cellules embryonnaires mises en culture en présence d’acide rétinoique diminue la proportion
de cellules mésenchymateuses, ce qui vient étayer cette hypothese (74). A la suite de ces
observations, le traitement par des agents différenciants des cellules tumorales ayant subi une

EMT, puis, I’étude de leur potentiel de transformation serait intéressant. (Figure 2D).
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Figure 10 : Récapitulation des stratégies ciblant le processus de la TEM (37).

A. Le Ciblage des voies de signalisation de ’EMT et les inducteurs associés, peut conduire a
I’activation de ces inducteurs ou a leur inactivation qui pourrait, en suite, empécher

I’engagement des cellules dans le processus d’EMT et/ou réactiver les systemes de sauvegarde

cellulaires.

B. L’inhibition de la reprogrammation génétique a travers [’utilisation des anti-histones

désacétylases (anti-HDAC) pourrait, en conséquent, d’inhiber le remodelage de la chromatine

nécessaire a la reprogrammation des cellules.

C. L’¢limination spécifique des cellules en EMT, par I’identification des récepteurs et des
antigenes exprimés a la surface des cellules mésenchymateuses de facon spécifique, munir de
indispensables outils a la conception de vecteurs (liposomes, nanoparticules) capables

d’acheminer des molécules thérapeutiques (la salinomycine, par exemple) pouvant éradiquer

les cellules en TEM.
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D. La favorisation de la différenciation en administrant des agents différenciants (comme
I’acide rétinoique) pourrait forcer les cellules a s’engager dans un mécanisme de différenciation

et limiter leur plasticité et, donc, leur adaptabilité.

1.2. La radiothérapie

Est I’'une des principales options thérapeutiques utilisées dans le traitement des cancers solides,
notamment, dans le cancer du sein. Généralement, elle est appliquée apres la chirurgie pour
diminuer le risque de récidive locale, mais aussi pour détruire d’éventuelles cellules tumorales
résiduelles. D’ailleurs, en cas de traitement conservateur, la radiothérapie post-opératoire est
obligatoire. Cette méthode se classe comme un traitement loco-régional utilisant les rayons a

haute dose énergétique pour empécher les cellules tumorales de se multiplier et a les détruire.

La dose d'irradiation est définie par la quantité de rayons émis, a rapporter a la durée de leur
administration, par conséquent, une dose donnée est d'autant plus active qu'elle est concentrée
sur une faible durée. La plupart des irradiations sont fractionnées en courtes séances
quotidiennes pour plusieurs semaines pour permettre aux tissus normaux de se réparer entre
deux séances, ce qu'ils font mieux que les tissus cancéreux (75). Il se distingue deux types de

radiothérapie :

e La radiothérapie externe : vise a détruire les cellules a travers la peau dans le volume
tumoral a irradier. Cette méthode est la plus courante a travers un accélérateur linéaire
générateur.

e La curiethérapie : s’appuie sur I'utilisation des sources radioactives placées dans la

tumeur et a son voisinage pour des tumeurs accessibles et de petit volume.

L’ensemble de ces techniques nécessitent des mesures préalables concernant le champ
d’irradiation. Néanmoins, Pour plus d’efficacité sur les tissus cancéreux, le pris en

considération des tissus sains avoisinants est demandé (76).

1.2.1. La Radiorésistance et les CSC

De multiples études ont démontré la radiorésistance des CSC (77-78). En particulier, la
radiorésistance des CSC dans le cancer du sein a été démontré, en premier lieu. Ils ont ainsi
montré que les cellules cultivées en mammospheres résistent mieux aux rayonnements ionisants

que les cellules cultivées en monocouche. La fraction de cellules survivant est enrichie en CSC
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CD44+ /CD24—/low, ALDH+ (side population) et cellules avec faible activité du protéasome
(77-79-80).

Des especes réactives de ’oxygene (ROS) sont induites par les rayonnements ionisants, ces
(ROS) sont responsables des 1ésions dans la cellule au niveau des acides nucléiques, des
protéines et des lipides. L’irradiation au niveau de I’ADN provoque des dommages tels que des
cassures simple et double-brin, par conséquent, une réponse aux ces dommages est établie a
travers la protéine P53 qui est activée par les kinases ATM/ATR, recrutées au niveau des sites
endommagés de I’ADN, ainsi que par les kinases Chk1 et Chk2. Aprés son activation, la p53
induit un arrét du cycle cellulaire, la réparation de I’ADN ou encore la sénescence et I’apoptose

de la cellule (81-82).
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Figure 11 : Mécanisme de réponse des CSC a la radiothérapie et leur radiorésistance (38).

(Figure 03) Concernant le mécanisme de réponse a la radiothérapie et radiorésistance des CSC :
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A. Représente la réponse des cellules cancéreuses a la radiothérapie ; les rayons ionisants
induisent la production de ROS qui entrainent des cassures simple- et double-brin a I’ADN. Ces
cassures sont responsables de I’activation des kinases ATM/ATR, ces dernier active les
effecteurs dont p53 et Chk1/Chk2. La phosphorylation de MDM2 empéche sa liaison a p53,
ainsi sa dégradation est inhibée. La p53 est aussi activé suite a la phosphorylation de
Chk1/Chk2. Par conséquent, la cellule est orientée vers un arrét du cycle, une réparation de

I’ ADN ou encore la mort cellulaire.

B. Représente la réponse a la radiothérapie dans les CSC et les mécanismes de radiorésistance ;
Suite a I'irradiation, les CSC vont produire moins de ROS que les non-CSC, entrainant ainsi
moins de dommages a I’ADN dus a ces derniers. Des voies de signalisation propres aux CSC
(Wnt, Notch) sont activées préférentiellement dans les CSC. Enfin, il semblerait que les CSC

soient capables de meilleures réparations de I’ADN

Ainsi, seules deux études montrent I’existence de certaines tumeurs ou lignées de cancer du
sein pour lesquelles les CSC sont plus radiosensibles que les non-CSC et peuvent donc étre

éradiquées suite un traitement de radiothérapie (83-84).

Dans un premier temps, il est apparu que les CSC mammaires présentaient de meilleures
défenses face au stress oxydatif, avec une production moins importante de ROS par les rayons
ionisants (80). Cette radiorésistance des CSC est observée a la fois in vitro et in vivo, apres
I’effectuation d’une analyse ciblée des voies d’oxydoréduction par qRT-PCR multiplexée sur
cellules uniques sur systeme microfluidique 96.96 Dynamic Array™ IFC for Gene Expression
(Fluidigm®). Ils ont ainsi identifié que plusieurs genes impliqués dans la biosynthese du GSH

(le gluthathion) étaient surexprimés dans les CSC.

Par la suite, I'implication du glutathion par une déplétion des CSC en GSH a été validé, ce qui
a entrainé une radiosensibilisation des cellules (80). Par ailleurs, ils ont pu montrer que la
radiorésistance des CSC est directement corrélée avec 1’expression de protéines scavenger telles
que les thiorédoxines membranaires et les SOD (85) Ainsi, une inhibition combinée du
métabolisme de GSH et des thiorédoxines avant irradiation augmente la survie globale des

souris et s’accompagne d’une réduction du taux de CSC (86).
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L’analyse des dommages a I’ADN et les mécanismes de réparation ont permis de mettre en
évidence que la plus faible production de ROS dans les CSC engendrait moins de foyers YH2AX
(famille des histones H2A, membre X) (78-87-88), et donc moins de cassures et une meilleure

réparation.

Apres une exposition des CSC aux rayons ionisants, un arrét marqué du cycle cellulaire en G2-
S mit en place (jusqu’a 60 % de la population de CSC), avec une diminution de la cycline D et
E (79-89) et une augmentation de la phosphorylation de CDC25c (90). Cet arrét s’accompagne
d’une augmentation de I’expression et/ou de la phosphorylation de Chkl (91-92-93). De
maniere intéressante, I’inhibition de I’expression de Chkl par ARNS i sensibilise les CSC a la

radiothérapie en les conduisant vers une quiescence ou un arrét du cycle en G2.

Par ailleurs, ils ont observé également qu’une diminution des foci YH2AX, mais plus
intéressant, une augmentation des foci RADSI, signe d’une activation plus importante des
mécanismes de réparation par recombinaison homologue (homologous recombinaison repair

pathway [HR]) (89).

Egalement, il a été observé une augmentation trés importante de I’expression de la protéine
DNA-PK (La protéine kinase dépendante de I' ADN) dans les mammospheres générées a partir
des lignées MCF7 et T47D. Une inhibition par la doxycycline de I’expression de DNA-PK
induit une diminution de la capacité oxydative mitochondriale et une diminution de I’activité
glycolytique. Cette inhibition provoque une réduction de ’expression de NRF1/2 (Nuclear
respiratory factor 1) et de ses cibles : les voies de signalisation Notch, Shh, Wnt, TGFp et
Stat1/3 ; ce qui a pour conséquence une réduction de la capacité des cellules a former des
sphéres ainsi qu’une radiosensibilisation.

Egalement, le traitement par la radiothérapie résulte I’augmentation des voies de survie a travers
I’induction de I’activation de nombreuses voies de signalisation, dont les voies canoniques
impliquées dans le maintien du phénotype souche. Ainsi, il a été montré que I’expression de
Jagged] était augmentée, apres irradiation fractionnée, en méme temps que I’activation de son
récepteur Notchl (localisation nucléaire de Notch-ICD) (78). Aussi, il a été observé une

augmentation de I’activité de la voie de signalisation Notch (94).

Dans la résistance des CSC a la radiothérapie, d’autres voies sont aussi impliquées dans le
maintien du phénotype souche. Ainsi, ’activation de Wnt permet 1’activation de la B-caténine,

cependant, leurs inhibitions provoquent la radiosensibilisation des CSC (95).
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Enfin, I’inhibition de mTOR (mammalian target of rapamycin) induit une augmentation de
MnSOD (Manganese superoxide dismutase), ce qui a pour conséquence la diminution de la
production de ROS. L’absence de ROS empéche I’activation de divisions symétriques et
prévient ainsi I’enrichissement en CSC (96). A contrario, la metformine, utilisée en routine pour
le traitement contre le diabete, active I’AMPK (AMP-activated protein kinase) qui inhibe a son
tour mTOR. Dans ces conditions, I’expression des effecteurs sous-jacents (S6K1 et 4EBP1)
essentiels a la survie des cellules est également diminuée, induisant une radiosensibilité des

CSC (97).

L’organisation hiérarchique des tissus tumoraux ou plusieurs sous-populations de cellules
souches de cancer du sein (BCSC) sont capables de s’auto-renouveler et de maintenir
I’architecture oligoclonale de la tumeur. Ainsi, il a été montré que cette sous-population méme
dans une lignée n’exprimant pas HER2, elle exprime le HER?2 (98). Cette population de BCSC
HER+ /CD44+ /CD24—/low est plus agressive que celle composée par les BCSC HER- /CD44+
/CD24—/low, avec une augmentation du pouvoir invasif, de la capacité a former des spheres, de
la tumorigénicité et de la radiorésistance. Cependant, la radiosensibilisation de cette population

est possible a travers le ciblage de I’inhibition de HER (38).

L’acquisition d’un caractére mésenchymateux dans le cancer du sein est associée a un sous-
type plus agressif et plus invasif et a un enrichissement en BCSC (42). Sous I’influence de
divers facteurs tels que les radiations ionisantes, la capacité de reprogrammation de non-CSC

en CSC a été démontrée. C’est la_reprogrammation radio-induite.

Dans le cancer du sein, des traitements aux radiations ionisantes sur des populations cellulaires
purgées en BCSC induisent ’apparition de BCSC induites (iCSC) (99). Des échantillons de
tumeurs mammaires de patientes, et de lignées cancéreuses mammaires telles que les
SUMI59PT ou les MCF-7 purgées en BCSC a I’aide de plusieurs marqueurs, régénérent des
cellules ALDH+, des cellules CD24— /CD44+, rapporteur de I’activité du protéasome.

De plus, les non-CSC irradiées présentent une capacité accrue a former des spheres et forment

plus de tumeurs in vivo.

Par conséquent, la radiorésistance des BCSC (sous-populations de cellules souches de cancer
du sein), se traduit par un enrichissement en BCSC apres irradiation. Plusieurs équipes se sont
interrogées sur 1’origine de cet enrichissement. Il a ainsi été montré que les BCSC survivantes

étaient recrutées dans une phase active du cycle cellulaire afin de repeupler la tumeur.
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L’induction de BCSC est diminuée par I’inhibition de la voie de signalisation Notch(43). Ces
observations de reprogrammation ont également été identifiées apres traitement de
chimiothérapie d’inhibiteur de HDAC avec une activation de la voie Wnt. Plus tard ils ont
¢tudié I’implication de cellules présénescentes dans le phénoméne d’enrichissement en BCSC
apres irradiation dans le cancer du sein (100). En effet, la radiothérapie entraine une

augmentation des cellules sénescentes.

1.2.2 L’inhibition de la radiorésistance des CSC

La croissance tumorale dans le cancer du sein est diminuée a travers I’inhibition de
I’enrichissement en CSC et de la reprogrammation de CSC radio-induites (101). Dans ce
contexte, ils ont utilisé le disulfirame (DSF), un inhibiteur des ALDH, couplé a un traitement
au cuivre (Cu2+), ce qui résulte la perte des BCSC préexistantes et induites, apres irradiation

(38).

Dans ce contexte, I'utilisation du disulfirame (DSF), un dérivé du thiurame a été mis en place.
De plus, au cours de la derniere décennie, plusieurs preuves indiquent que le DSF possede un
grand potentiel pour le traitement des cancers humains (102), suite a la démonstration de son
activité anticancéreuse dans des systémes modeles a la fois in vitro et in vivo, aussi il a été testé
dans des essais cliniques humains pour divers types de cancer (102), notamment dans le cancer

du sein (38).

Il est également évident que, le DSF peut sensibiliser les cellules tumorales a la radiothérapie
et augmenter la cytotoxicité des médicaments anticancéreux, ainsi le DSF peut servir de
thérapie adjuvante (102). L’action anticancéreuse du DSF se base sur sa capacité a éliminer les
CSC en ciblant I’aldéhyde déshydrogénase (ALDH), qui les marque, et a inhiber I’activité du
protéasome dans les cellules cancéreuses par la formation des complexes avec des ions

métalliques (102).

Le DSF module les voies de signalisation cellulaire et cible les mécanismes épigénétiques afin
de ralentir la progression tumorale. Il induit également l'apoptose, inhibe la prolifération des

cellules cancéreuses et supprime les métastases des cellules cancéreuses.

Etant donné que la pharmacocinétique du DSF est bien établie et qu'un profil d'innocuité a été
enregistré, ce composé est un « ancien » médicament attrayant qui a un grand potentiel de

développement rapide en un nouveau traitement anticancéreux (102).
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D’apres cette étude, l'utilisation du DSF chez 1'homme est autorisé suite a la fourniture des
preuves de ses activités anticancéreuses, des mécanismes moléculaires de son action qui ont été
illustrés par de multiples études et aussi son potentiel de réutilisation en tant que nouveau

médicament chimiothérapeutique dans un proche avenir (102).

Egalement, le DSF inhibe le protéasome, ce qui conduit 2 une inhibition normalement activée
de NF-«B apres irradiation et responsable de I’expression de certains génes associés au maintien
des cellules souches normales et cancéreuses. D’autre part, et in vivo, 1’utilisation combinée du
DSF et de la radiothérapie permet la suppression de la croissance tumorale, associée a une

diminution de I’expression de genes de pluripotence et de la capacité a former des spheres (101).

En outre, [lutilisation des alltrans acide retinoic (ATRA) ou du DEAB
(N,N-diethylaminobenzaldehyde) pour inhiber directement les ALDH induit une
différenciation des cellules (perte de I’expression des marqueurs de CSC) et une diminution de
I’agressivité (réduction de I’invasion/migration) (91-103). Mais, de maniere plus intéressante,

la population traitée est sensibilisée a la chimiothérapie et a la radiothérapie.

De méme, le ciblage des cellules exprimant CD44 est possible, a travers une inhibition génique
(ARNsh) (104) ou encore a travers des composants naturels tels que le phloroglucinol qui
provoque une inhibition de la voie de signalisation KRAS/ PI3K/Akt et KRAS/RAF-1/ERK
(105). Cette inhibition fait réduire I’expression des marqueurs de CSC Notch?2 et la -caténine,
et a par conséquent, une sensibilisation a la fois a la chimiothérapie et a radiothérapie. De méme,
I’inhibition d’Akt (96), de 'EGFR (traitement combiné erlotinib et simvastatine ou de

Src/p38/PKB (106) prévient I’enrichissement en CSC par radiothérapie.

D’autres traitements ciblant spécifiquement les CSC de cancer du sein se sont révélés efficaces
pour radiosensibiliser les CSC. Ainsi, un cotraitement de vitamine D et de calcitriol agit sur la
réduction de la capacité des cellules a former des spheres, de radiosensibiliser les CSC et de

retarder la croissance tumorale dans un modele de souris syngénique (MMTV-Wntl) (107).

Aussi, une prise alimentaire de génistéine (faible dose nM) a long terme induit une
augmentation de la mort cellulaire, une réduction de ’expression des marqueurs de CSC, ainsi

qu’une diminution de la capacité a former des spheres (108).

Enfin, dans le but de cibler les CSC de cancer du sein d’une maniere spécifique ils ont utilisé

des nanoparticules fonctionnalisées (109). Ces derniers ont été chargées de paclitaxel en
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exposant a leur surface des agents ciblant CD44 tels que des anticorps anti-CD44 ou de ’acide

hyaluronique (ligand de CD44).

Cette stratégie permet 1’élimination des CSC en localisant une forte concentration de substance
antitumorale et ainsi de radiosensibiliser la tumeur. Moins spécifique, I’utilisation de particules
gold nanoshell, de billes de silicone recouvertes d’une couche ultrafine d’or, permet une
hyperthermie localisée au niveau de la tumeur. Ces billes sont préférentiellement internalisées
par les BCSC (110). Bien que I’hyperthermie (42 °C) temporelle (20 minutes a 1 heure) générée

par photothermie puisse provoquer (110- 111) ou non (109) une diminution de taux de CSC,

également, une baisse de I’expression d’ALDH et de KLF4, il a systématiquement été observé

une radiosensibilisation tumorale (109-111).

Dernierement, cette étude de synthese pourrait aider a identifier les patients appropriés au divers
traitement et a I’ouverture de nouveaux horizons dans laquelle la thérapie anti-EMT pourrait

donner de meilleures réponses au traitement et améliorer la survie des patients.
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Résultats (Synthese)

et discussion



Le facteur de transcription Snail a été le premier répresseur de transcription découvert de I'E-
cadhérine, et est I'un des facteurs de transcription les plus importants impliqués dans I'EMT.
Décrit pour la premiere fois chez la drosophile comme un répresseur de la transcription
homologue de la E-cadhérine et contrdlant ainsi I'embryogenese, le Snail s'est avéré plus tard

qu’il joue un role fondamental lors de ’EMT dans les cellules de mammiferes (112)

En plus de sa fonction de répression de la E-cadhérine, Snail régule également 1'expression
d'autres molécules épithéliales, notamment les claudines, les occludines et la mucine-1, et induit

I'expression de genes associés a un phénotype mésenchymateux et invasif (113).

Trois protéines de la famille des Snail ont été identifiées chez les vertébrés : Snaill, Snail2, et
Snail3. Ils ont observé que le Snail était fortement exprimé dans les cellules épithéliales et
endothéliales du cancer du sein invasif, mais qu'il était indétectable dans le sein normal (114).
Il a également été lié au grade de la tumeur, aux métastases, a la récurrence et au mauvais
pronostic (115). En outre, les protéines de la famille Snail s’associent avec d'autres facteurs

de transcription pour orchestrer une régulation concertée de '’EMT.

Des recherches récentes montrent que l'expression de Twist est fortement corrélée dans les
tumeurs du sein humain (116). Le Snail et le Twist cooperent pour induire I'expression de ZEB1
pendant ’EMT (117). De plus, les résultats actuels montrent que les microARN (miARN) sont
¢galement des régulateurs principaux de ’EMT (118).

Les microARN sont de petits ARN monocaténaires de 20 a 22 nucléotides, non codants, qui
modulent I'expression des genes au niveau post-transcriptionnel (119). Les miARN ont été
impliqués dans la régulation de diverses voies cellulaires et sont couramment dérégulés dans
les cancers humains. Plusieurs rapports suggerent que certains miARN, tels que le miARN-200,
ciblent directement les ARNm ZEB1 et ZEB2 en régulant négativement la E-cadhérine dans

les lignées cellulaires cancéreuses, supprimant ainsi la motilité cellulaire (120).

L’EMT est ainsi initiée en réponse a des conditions de stress et des signaux issus du
microenvironnement qui font intervenir les voies de signalisation Wnt, Hedgehog et Notch, et
des voies empruntées par les cytokines et facteurs de croissance TGFpB, EGF, FGF et HGF
(121).
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Figure 12 : Les facteurs de l'activation de 'EMT (122).

1. Role de TGF-p dans PEMT

La signalisation TGF-f, impliquée comme un principal inducteur de ’EMT, joue un double
role dans les cancers. Il supprime les premiers stades du développement des tumeurs en
bloquant la prolifération et en induisant la mort cellulaire, mais elle peut ensuite contribuer a

I'évolution maligne en favorisant I’invasion et la métastase (118).

La TGF-B est la premi¢re voie de signalisation décrite pour induire 'EMT, la voie de
signalisation du TGF-f est activée lors de l'interaction avec les récepteurs de la sérine-thréonine

kinase de type I et de type II liés au TGF-$ (TGF-p RI et TGF-B,RII) (123).

La liaison du ligand TGF-BRII active par phosphorylation directe la TGFB-RI induit
’activation des récepteurs Smad2 et Smad3 ses derniers vont former des complexes avec smad4
pour régler les facteurs de transcription responsable a ’EMT. La surexpression de Smad2 et
Smad3 entraine une augmentation de ’EMT, et la réduction des fonctions de Smad2 et Smad3
diminue le potentiel métastatique du sein. En outre, la signalisation du TGF-f peut se faire par

des voies indépendantes de Smad, notamment l'activation de la phosphatidylinositol 3-kinase
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(PI3K), la protéine MAPK et les petites GTPases de la famille Rho. Les deux voies dépendantes
et indépendantes de Smad fonctionnent ensemble pour réguler la transcription des régulateurs

principaux de 'EMT (123).
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Figure 13 : Role du TGF-B dans les métastases (124).

Les cellules cancéreuses épithéliales du sein subissent une transition épithélio-

mésenchymateuse pour acquérir un phénotype mésenchymateux

L'EMT induite par la TGF-B supprime les genes épithéliaux et favorise I'expression des genes

mésenchymateuses.

Dans le cancer du sein, les cellules mésenchymateuses envahissent 1'épithélium
pulmonaire et proliferent sous forme de tumeurs secondaires.

Ce dernier nécessite une EMT, une intravasation des cellules mésenchymateuses, une
migration a travers le systeme vasculaire, une adhérence, une extravasation, une invasion
vers un autre tissu secondaire puis une transition mésenchymateuse vers 1'épithéliumé et

une prolifération distale.
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Les microARN (miARN) sont les principaux régulateurs de l'expression des genes dans le
développement des glandes mammaires et le cancer du sein. Les résultats actuels montrent que
certains miARN sont apparus comme de puissants régulateurs de ’EMT (26). L expression de
la famille miR-200 activé par la TGF-f§ augmente I'expression de la E-cadhérine dans les lignées
de cellules cancéreuses en bloquant directement les ARNm ZEB1 et ZEB2, renforgant ainsi le
phénotype épithélial, La perte de miR-200 est couramment observée dans les lignées cellulaires
invasives de cancer du sein au phénotype mésenchymateux, ainsi la baisse de 1’expression du

miR-155 inhibe I’expression de ’EMT (123)

La miR-23a est régulée par la TGF-B1 via les Smad, d’ou sa sur-expression inhibe la E-

cadherine en favorisant le déclanchement de PTEMT (125)

D’autre part, la présence de miR-335 a été associée a la suppression des métastases dans le
cancer du sein humain. Une étude portant sur 20 tumeurs primaires du sein, montre que
I'expression de miR-335 été inversement associée a la formation de 1ésions métastatiques. Les
résultats suggerent que miR-335 aide a réguler a la baisse les génes métastatiques dans le cancer

du sein, et la perte de miR-335 peut servir d’un indicateur de pronostique négatif (125).
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Figure 14 : Le role du TGF-B dans la progression de L'EMT (126).

2. Role des cellules souches cancéreuses dans PEMT

Les cellules souches ont été longtemps étudiées pour leur role central dans le développement
des organes. Cependant, les études actuelles suggerent que les cellules ayant des
caractéristiques de type souches / progéniteurs jouent un rdle essentiel dans la formation et la

progression des tumeurs (127-128).
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Les cellules souches cancéreuses (CSC) sont définies par leur capacité a développer ou initier
de nouvelles tumeurs, a s'auto-renouveler (pouvoir reformer d’autres CSC lors du processus de
division cellulaire) et a produire des cellules différenciées (capable de se différencier vers
I’ensemble des composants cellulaires présents dans la tumeur/organe) (129). Elles ont été
identifiées pour la premiere fois dans des tumeurs malignes humaines de leucémie myéloide
aigué et ont été ensuite décrites dans des tumeurs solides, notamment des tumeurs du sein, du

cerveau et du colon (130).

Dans le cancer du sein, les CSC proviendraient directement des cellules souches normales
(CSN) adultes de I’épithélium mammaire qui seraient seules le siege des transformations et
altérations génétiques tumorales. Les cellules d’une tumeur possedent un potentiel de
prolifération limité en dehors d’un petit nombre de cellules cancéreuses par rapport aux CSC
qui ont la capacité de proliférer de facon indéfinie et de donner naissance a toutes les autres

cellules contenues dans la masse tumorale (131).

L’origine cellulaire des cancers a longtemps €té expliquée par le modele stochastique, dans ce
dernier chaque cellule composante d’un tissu méme différenciée, elle peut a la suite d’une
accumulation de mutations acquises de fagon aléatoire, de se proliférer de facon indéfinie et de
former un clone tumoral indépendant. Le second modele dit le modele hiérarchique qui se
considere la cellule souche cancéreuse comme un moteur de I’activité tumorigene des cancer

(131). C’est le concept d’origine clonal des tumeurs.
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Figure 15 : Les deux modeles hypothétiques de la transformation maligne (132).

Cependant, plusieurs observations sont difficiles a mettre en accord avec la notion que les
cellules différenciées sont la seule cible de multiples événements de transformation. En
particulier, puisque les cellules différenciées en phase terminale composante de la plupart des
tissus épithéliaux se proliferent rarement et sont souvent continuellement remplacées dans les
tissus épithéliales, la probabilité qu’une seule cellule individuelle accumule un ensemble de

mutations nécessaires pour former une tumeur est faible (133).

D’autre part, la plupart des tumeurs sont hétérogénes composées de diverses cellules qui
présentant différents degrés de différenciation et de transformation, ce qui rend complexe de
comprendre comment une cellule cible bien différenciée peut donner naissance a plusieurs types
de cellules moins différenciées, méme si on considere la possibilité que le processus de

transformation induise un certain degré de dédifférenciation (133).
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Enfin, sion considére que chaque cellule cancéreuse atteinte d’un nombre de mutations possede
la capacité de former une tumeur, par quoi se peut s’expliquer 1’injection d’un grand nombre

pour former une nouvelle tumeur dans des modeles expérimentaux de xénogreffes ? (133-134).

Ces diverses questions trouvent leurs réponses dans un concept plus récent : le modele
hiérarchique. En effet, de nombreuses donnés montrent que comme ce qui se passe dans le
systtme hématopoiétique, les tissus épithéliaux sont soumis a un remodelage et a un
renouvellement continu d'une maniere étroitement régulée. Ce renouvellement tissulaire
implique une hiérarchie cellulaire comprenant des cellules souches donnant naissances a des
cellules progénitrices précoces puis tardives. Cette notion comprend plusieurs caractéristiques ;
d’abord les cellules souches ou progénitrices ont la capacité de donner naissances a tous les
types cellulaires du tissu dans lequel se trouvent. De plus, elles ont le potentiel d’un
renouvellement illimité ce qui font d’elles de parfaits candidats susceptibles d’acquérir les

mutations nécessaires a 1’initiation de la transformation tumorale (133-134).

Plusieurs rapports démontrent que ’EMT induite par la TGF-f induit une différenciation des
cellules de carcinome et conduit a la génération de CSC a partir de cellules cancéreuses

différenciées.

En 2003, des CSC ont été isolées pour la premiere fois a partir de métastases issues de cancer
du sein. Puis, il a été démontré qu'une petite sous-population de cellules cancéreuses ayant un

phénotype antigénique CD44+/CD24- présentait des propriétés de CSC (135).

Des observations récentes relient 'EMT aux CSC, suggérant que le processus de 'EMT
pourrait faciliter la génération de cellules cancéreuses présentant les caractéristiques
mésenchymateuses nécessaires a la dissémination ainsi que les propriétés d'auto-
renouvellements nécessaires a l'initiation de tumeurs secondaires (136), I'induction de 'TEMT
dans des cellules épithéliales mammaires humaines immortalisées par l'expression de Snail,
Twist, ou l'exposition au TGF-f, entraine une capacité accrue a former des sphéres tumorales

et a produire des cellules ayant une signature de cellules souches (CD44+/CD24-).

Ces cellules adoptent un phénotype mésenchymateux, sont fortement enrichies en cellules

Initiatrices de tumeurs et sont apparentées aux CSC du sein (137).

Ces preuves suggerent qu'il pourrait y avoir un lien direct entre 'TEMT et l'acquisition de

propriétés qui ressemblent a celles des CSC suite a la signalisation du TGF-f, qui pourraient
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étre des conditions préalables a la métastase des cellules cancéreuses. Donc la voie de

signalisation TGF-f est I’un des principaux moteurs de ces processus (138).

L'analyse des tissus du cancer du sein a permis d'identifier une corrélation significative entre le
sous-type de cancer du sein a faible taux de Claudine et les signatures d'expression génique

pour ’EMT et les CSC, ce qui renforce le lien entre ’'EMT et les CSC (139).

La boucle de rétroaction ZEB/miR-200 est censée tenir compte d'une telle liaison EMT-CSC
au niveau moléculaire. Cette boucle est une force motrice de la progression du cancer vers la

métastase en controlant 1'é€tat des CSC (140).

La découverte du lien étroit entre les EMT et les CSC qui conferent aux cellules tumorales des

caractéristiques des CSC a travers un mécanisme moléculaire plausible pour la métastase.

TGF-B

CSC
CD44+/CD24-

[ Métastase |

Figure 16 : schéma représentatif de la relation entre la TGF- et les CSC.

Les études de cette synthése confirment que ’EMT est le processus responsable de la métastase

suite a I’absence de la E-cadherine et la présence des marqueurs de ’EMT.

Par contre d’autres études sur ce processus assurent que la présence de '’EMT dans la tumeur
primaire ne permet pas de conclure que 'EMT est réellement nécessaire pour la métastase

(141).
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La cascade de métastases est en plusieurs étapes tres complexes et la nature de la transition de
I’EMT rendent difficile de tirer des conclusions causales concernant l'importance de 'EMT
pour la formation de métastases chez les patients cancéreux. En outre, la migration
mésenchymateuse ne représente qu'un des multiples modes de migration que les cellules
cancéreuses peuvent utiliser pour quitter les limites des tissus, et une interférence ou une
interaction thérapeutique avec la migration mésenchymateuse pourrait activer des voies de
récupération, ou réactiver des cellules tumorales dormantes, disséminées dans le mésenchyme,
en induisant une EMT (141) (une autre thérapie peut activer autres types de cellules

cancéreuses).

Donc I’inhibition de PEMT est une approche thérapeutique intéressante qui pourrait avoir un

effet significatif sur 1'évolution de la maladie et les traitements anti cancéreux.

3. Role des CSC et TGF-p dans les types du cancer de sein

Le cancer du sein est classé en plusieurs sous-types basé sur l'expression des récepteurs
d'eestrogenes (ER), des récepteurs de progestérone (PR), le récepteur 2 du facteur de croissance
épidermique humain (HER?2), et le cancer du sein triple négatif (TNBC) le sous-type le plus
agressif, qui a le taux de survie global le plus faible de tous les sous-types de cancer du sein

(142).
Le TNBC apparait généralement a un age précoce et le risque de récidive est élevé.

Les cellules tumorales TNBC n'expriment pas le récepteur d'cestrogene et de progestérone ni le
géne HER?2 ; il n'existe donc pas de thérapie endocrinienne cliniquement spécifique ni de

pharmacothérapie ciblée pour le TNBC (143).

Le sous-type de cancer du sein qui a un faible taux de claudine a le plus taux de cellules souches
épithéliales mammaires, ce qui conduit a I'hypothese que les cellules souches mammaires les
plus primitives pourraient étre la cellule d'origine du sous-type claudin-low du cancer du sein
(144). Ce type est caractéris€ par une expression faible a absente des marqueurs de
différenciation des cancers luminales (ER, PR, HER2) (145). Donc la majorité des tumeurs a

faible taux de claudine sont des cancers du sein triple négatif (146).

Ces études ont montré qu'il y a une teneur plus élevée des CSC (CD44+ / CD24-) spécifique au

cancer du sein dans le TNBC d’ou sa gravité contrairement au ER, PR et HER2 grace au TGF-
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B qui influence la population de cellules souches cancéreuses du sein suite a son mode de

signalisation (138).

Une autre étude histochimique sur des patients atteints d’un cancer du sein du type TNBC, et

autres patients atteint d'un cancer non-TNBC ont été sélectionnés comme groupe témoin (140).

Les résultats présentent un total de 42 cas de TNBC qui ont exprimé la TGF-f a un niveau élevé

(52,5%), alors que le taux d'expression du TGF-f chez les patients non-TNBC était de (27,5%).

L'expression du TGF-f était plus élevée dans les tissus atteints de TNBC que dans les tissus

non-TNBC qui est plus faible.

Les tests d'invasion et de migration utilisés ont démontré que la migration et l'invasion étaient
accrues dans les cellules de la lignée cellulaire TNBC lorsque les cellules étaient traitées avec
5 ng/ml de TGF- par rapport au groupe de contréle. Par conséquent, des niveaux d'expression
élevés de TGF-B, peuvent jouer un rdéle important dans le développement du TNBC (143). Ce
qui suggere que l’expression de TGF-B du tissu TNBC pourrait étre un biomarqueur

pronostique potentiel.

La présente étude et d'autres études antérieures indiquent que l'expression du TGF-f dans les

tissus TNBC peuvent étre impliqués dans l'apparition et le développement du TNBC (143).

B

Figure 17 : L’expression du TGF-3 dans le TNBC (68).
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Conclusion et perspectifs



Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez les femmes dans le monde. Ses déces sont
causés par une invasion locale et des métastases a distance des cellules tumorales.

L'EMT, ce phénomene complexe du développement et de progression de la tumeur qui implique
une reprogrammation majeure de l'expression des genes qui conduit a des modifications du
comportement des cellules, se résulte d’une induction aberrante de ’EMT embryonnaire et présente
de multiples effets néfastes sur la progression tumorale, qu’il s’agisse de [D’initiation, du
développement de la tumeur primaire, et de la dissémination métastatique ou du risque de récidive

(147).

Dans la progression tumorale, les rdles cruciaux de ’EMT lui valent d’étre de plus en plus étudi¢e, tant
au niveau de ses mécanismes de régulation que de ses conséquences. En tant que nouvelle cible

thérapeutique, le concept de ’EMT prend donc tout son sens (37).

Cependant, plusieurs possibilités d’échappement sont possibles a travers I’interconnexion importante de
I’ensemble des voix de signalisation et facteurs de transcription qui régule ce mécanisme, ainsi que,
I’inter-régulation des FT-TEM (37) d’ou leurs activations diminue les jonctions cellulaires et donc
favorisent le développement de la tumeur primaire et la cascade métastatique. Cette derniere est I'aspect
le plus mal compris dans le cancer du sein, un probleme qui est responsable de la mortalité des patients
atteints du cancer a travers le manque des outils efficaces pour comprendre le réseau complexe des voies
de signalisation qui conduit ce processus de ’EMT. Ce dernier ne représente qu'une partie du processus

d'invasion de la tumeur et de métastases.

La découverte de nombreux facteurs de transcription et voies de signalisation qui régulent 'EMT
activés dans des modeles de tumeurs du sein et qu'ils le favorisent dans le contexte de la progression
de la tumeur, permet de mieux comprendre les différents roles de la signalisation TGF-f dans la
progression des carcinomes et conduiront a la mise au point de nouvelles stratégies thérapeutiques

plus efficaces pour la future prévention des cancers et des métastases.

Ces études ont montré que le TGF-f peut induire I’EMT et enrichir les cellules souches cancéreuses qui
sont étroitement li€es a la progression du cancer.

Une population de cellules souches tumorales du phénotype (CD44+/CD24-) peut initier le
développement de la tumeur ainsi les cellules tumorales partagent de nombreuses caractéristiques

des CSC. L’EMT confere aux cellules tumorales les caractéristiques des CSC qui fournissent aussi

un mécanisme moléculaire plausible pour la métastase et la récurrence des tumeurs. Plusieurs défis
restent a relever pour s'attaquer pleinement le mécanisme fondamental et a la réglementation de

I’EMT.
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En partie, il semble donc que cette population de CSC soit la clé d’un efficace traitement
anticancéreux. La variabilité dans les mécanismes impliqués dans le maintien de phénotype des
CSC et la diversité de leurs marqueurs rendent d’autant plus difficiles leur étude et leur ciblage.
Cependant, des études cliniques ciblant spécifiquement les CSC ont été entreprises (148).

Dans le cadre du cancer du sein, plusieurs essais cliniques ont été réalisés ou sont en cours. Ainsi,
un traitement inhibiteur de la voie Notch (GSI : inhibiteur de la y-sécrétase, RO4919097 ou
MKO0752) seul ou en combinaison avec des agents de chimiothérapie (paclitaxel, docétaxel,
tamoxifene ou létrozole) de patientes atteintes, en particulier, de cancers de sein essentiellement tres

avancés, voire métastatiques a montré des résultats prometteurs (38).

Aussi, I’association GSI et docétaxel a montré une réduction du taux de CSC (CD44+ / CD24— /low
; ALDH+), une réduction de la capacité des cellules a former des spheres a partir de biopsies, et

surtout une faible toxicité et des preuves (tres) préliminaires de son efficacité (38).

Par ailleurs, un protocole tenta préférentiellement a cibler les cellules CD44+, a travers I’¢laboration
d’un traitement combinant 0,5 % de peroxyde d’hydrogene et 0,83 % de sodium hyaluronate C (ligand
de CD44) par injection intratumorale, administré avant irradiation, a révélé une efficacité relative avec
une radiosensibilisation partielle. Ainsi, les auteurs n’ont observé qu’une seule récurrence sur 72
patientes aux stades précoces de cancer du sein (stage 0, un patient ; stage I, 23 ; stage II, 48) sur une

période de suivi de 51,1 mois (149).

De plus, concernant les chimiothérapies (néo)adjuvantes et des radiothérapies conventionnelles,
I’irradiation des tumeurs par protons semble plus efficace que I’irradiation par photons pour une dose
d’efficacité biologique relative équivalente. Ainsi, il a ét€ observé une perte des marqueurs de CSC, une
diminution de D’agressivité cellulaire, une augmentation de la production de ROS, et encore une

augmentation de I’apoptose (150)

Malgré les difficultés dues a la radiorésistance intrinseque des CSC ou a leur plasticité phénotypique,

I’avancée des connaissances permet aujourd’hui d’envisager de cibler spécifiquement cette population.

Certains miARN sont apparus comme des régulateurs de ’EMT soit positivement ou négativement selon
le type des miARN. Cela pourra aider & mieux comprendre le réseau de la TGF- et servir comme une

nouvelle option qui cible la signalisation de TGF- pour l'intervention en cas de cancer du sein.
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Il est toujours difficile de déterminer si une molécule ou une voie particuliere est spécifique
au programme d’EMT ou fonctionne en paralléle avec d'autres programmes ainsi les

interactions sont males connues.

Par conséquent, ils devront développer de meilleurs marqueurs en utilisant une
immunohistochimie et de développer de meilleures méthodes de détection pour établir un
lien de cause a effet entre ’EMT et les différentes étapes de la métastase a I'avenir, de faire
des études en forme 3D pour bien illustrer le lien mais aussi des études profondes sur les
miARN pour cibler la vois de signalisation TGF-B afin d’inhibé sa fonction dans le cas

d’EMT.

Les progres réalisés dans le criblage et la conception rationnelle de nouvelles molécules
devraient rapidement apporter de nouvelles solutions fiables dans 1’optimisation de la prise en
charge et de la survie des patientes, surtout que, certaines des stratégies envisagées laissent

entrevoir un espoir et méme une forte présomption quant a leur faisabilité.

Face a cette complexité, I’enjeu majeur reste la détermination d’un bon traitement pour chaque
patiente, en prenant compte du bénéfice et aussi des risques de ces traitements pour chacune
d’elles. Par conséquent, 1’objectif est d’allonger la survie de la patiente tout en réduisant au

maximum les effets indésirables des traitements mais aussi de la pathologie.

Actuellement, dans le cancer du sein, la chirurgie est le traitement le plus décisif qui consiste
a retirer les cellules cancéreuses, le plus souvent associée a une radiothérapie qui va « tuer » les

cellules cancéreuses restantes ou alors empécher la multiplication de ces cellules.
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