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RÉsU~CIÉ COURT 

La formation et la prognssion tumonle s'accompagnent d'une réaction stromale comportant 

la matrice extracellulaire ainsi qu'une variété de cellules hbtes comme des macrophages, 

fibroblastes et cellules endothéliales. Le rôle de ces cellules stromales est mal connu. Cette 

thèse visait a tester l'hypothèse selon laquelle les cellules stromdes peuvent moduler et 

influencer l'invasion des cellules cancéreuses en produisant, en prdsence de stimulations 

cancéreuses, des protéases qui participent A la dégradation de la matrice extracellulain puis A 

l'invasion tumorale. A l'aide d'un modèle in vitro, nous avons étudit l'influence de cellules 

cancdreuses mammaires sur l'expression stromale de stromtlysine-3 d de caîhepsine D et 

l'influence des fibroblastes associés à la tumeur sur la migration des cellules cancéreuses dans 

un essai d'invasion. Les résultats indiquent que les cellules stromales associées H la tumeur 

participent activement à la progression tumorale mammaire mais que les cellules cancdreuses 

n'ont pas le même pouvoù d'induire la production de praéises a que les cellules stromales 

répondent de façon diffdrente à une même stimulation selon l'hôte. Ces résultats suggèrent que 

cette interaction entre allules cancéreuses et stromal es poumot être une cible intdressante 

pour des essais thérapeutique anticancéreux. 



Le cancer mammaire, comme d'autres formes de carcinomes, n'est pas seulement composé de 

cellules tumorales. Outre les cellules cancéreuses, le stroma tumoral est compod de différents 

types cellulaires de I'hbte (fibroblastes cellules endothCliales, cellules immunitaires) 

enchâssbs dans une matrice extracellulaire. La littbrature actuelle suggère que ces deux 

compartiments sont interdependants dans le développement de carcinome invasif humain. En 

effet, les cellules hôtes activees par les cellules cancéreuses produisent de nombreuses 

cytokines, chémokines, facteurs de croissance, protéines de la matrice extracellulaire, de 

nombreuses protéases et inhibiteurs de ces protéases. Des études de cancers humains et en 

expérimentation animaie in vivo et in vitro démontrent l'importance des interactions entre les 

cellules candreuseq les matrices extracellulaires et les cellules stromales de l'hôte dans le 

processus de la formation et la progression tumorale. Dans le carcinome mammaire humain, la 

plupart des protéases participant i la dbgradation protéolytique sont d'origine stromale et 

appartiennent à différentes familles qui interagissent entre elles. La tumeur, en effet, 

représente un Ccosystème complexe. Les cellules tumorales stimulent sélectivement 

l'activation de gbnes par les cellules hôtes en périphCrie des cellules malignes. Ces activations 

gdniques sélectives aboutissent P l'expression stromde de diverses protéam dont la 

cathepsine D, strom6lysine-3, gélatinase et uPA étudiées dans cette thtse. L'analyse de la 

valeur pronostique confirme leur contribution dans la progression de carcinome mammaire. La 

prtsence de cellules transformées induit la production de ces protéases par as cellules 

stromales associées à h tumeur. Contrairement h la cathepsine D, l'expression de 

stromdlysine-3 est cancer-spécifique. Elle est surtout produite p u  les cellules stromales a 

proximitd des cellules cancéreuses suggbrant un effet de contact direct cellule-cellule. Les 

cellules stromales usociCes II tumeur sont une population réactionde ou activée. Elles 

contribuent non seulement h la production m m i l e  des protéases, mais favorisent aussi la 

migration et l'invasion des cellules cancéreuses mammaires. II est possible donc de concevoir 

de nouvelles stratégies anti-tumorales ciblées sur les dldments stromaux de l'hdte qui 

favorisent la cancérisation mammaire. 
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CHAPITRE1 

INTRODUCTION 



Le cancer est une aification cellulaire persistante, résultant de la croissance anormale de ces 

cellules nees sur place, et qui prolifèrent en fpisant preuve d'autonomie biologique par rapport 

i l'organisme qui le porte et qu'on appelle l'hôte. 

Deux processus intnquds participent P la formation d'un tissu canc6reux : la prolif6ration des 

cellules nbplasiques proprement dites dont l'ensemble constitue le parenchvme tumoral, 

d'une part; l'individualisation d'un stroma tumoral, c'est-Mue d'un tissu conjonctif servant B 

la fois de charpente et de systkme de nutrition d'autre part (Gagne F. et al., 1980). 

Le stroma cancdreux se ddfinit comme l'ensemble des structures mesenchyrnateuses modifiées 

qui supportent le tissu cancéreux. Il accompagne toute prolifhtion néoplasique et représente 

la réaction du tissu conjonctif qui subit diverses modifications au contact du parenchyme 

tumoral. Il comprend des &ments préexistant de ce tissu a d'autres déments ndoformds mais 

non tumoraux. Le stroma contient des Cléments cellulaires, c'est-à-dire des cellules stromales 

(fibroblastes, macrophages, histiocytes, péricytes, etc.) et la matrice extracellulaire qui est un 

complexe dynamique de glycoprotdines et protbglycans. Le stroma posWe en outre et 

surtout, une vascularisation sanguine et lymphatique qui tient une place importante dans la vie 

locale de la nbplasie. 

La majoritb des tumeurs humaines sont des carcinomes, c'est-à-dire d'origine e pit héliale. 

Initialement, les altérations gCnCtiques multiples entraînent une prolifbration anarchique des 

cellules qui restent néanmoins contin&s dans leur compartiment Cpithdial d'origine. 

L'absence d'infiltration a la continuitt de la membrane basale sous-dpithéliale caractérisent le 

carcinome in siCu. 

L'invasion tumomie et la mttastw sont les principales causes de la morbiditk et le dkes des 

patients porteurs de cancer. Le mécanisme exact responsable de la formation des métastases 

n'est pas compléternent COMU i ce jour. Cependant, certains principes ont ét6 6lucidCs. 

L'CvCnement critique du processus tumoral qui initie la cascade metastatique est la rupture de 

la membraae basaie par les cellules cancérruscs avec l'invasion du stroma (Fidla and 

Radinsky, 1990; Liotta et uL, 1991.). Le &rotna ttpdscnte un obstacle essentiel que les 



ceiluler tumonles doivent h c h i r  pour se transformer en un ç~rcinome infiltraa (Siegal et 

al., 1981). Pour envahir les tissus et devenir une tumeur infiltrante et ainsi de former la 

métastase à distance, les cellules tumorales doivent pénétrer la matrice extracellulaire et 

atteindre k réseau vasculaire pour être transportées jusqu'au site d'implantation secondaire. 

L'invasion des cellules tumorales implique trois étapes (Liotta et al., 1986) soit : 

- I'adhdsion sur les composants de la matria extracellulaire; 

- la protéolyse de la matrice extracellulaire; 

- la migration sur les ütments de la matrice extracellulaire ou sur leurs fragments. 

L'ensemble de ces CvCnements depend de mécanismes impliquant les moldcules de la matrice 

extracellulaire (laminine, fibronectine, collagènes etc.), les récepteurs de ces molécules et, 

eMn, des enzymes protblytiques. 

Le stroma cancdreux est, en réalité, un tissu conjonctif de support, et les cellules stromales 

dans un tissu canc6raut étaient souvent et simplement considerées comme ayant un rôle passif 

@iamandopoulos G.Tr. and Meissner W.A. 1985). Le stroma a et6 considerd comme 

l'expression locale d'une réaction de d4fens-e de l'organisme vis-bvis de la prolifération 

tumorale. Le nom de réaction stromale a étC dom6 B l'ensemble des phtnoménes aboutissant à 

l'élaboration et uuc modifications de ce stroma que l'on croyait destin6 à limiter l'expansion 

du cancer. Par exemple, dans le carcinome médullaire du sein, on croyait I'infilîmtion 

lymphocytaire pure ou prddominante responsable du pronostic meilleur de cette tumeur 

(Gagne F. et al., 1980). En conséquence, la plupart des études ont étudie isolément le rôle des 

cellules cancéreuses dans le processus de la croissance, de l'invasion et de la mdtastase des 

cancers. Cependant, le stroma est également nécessain pour la formation tumorale et la 

croissance tumorale. A témoin le f ~ t  que la croissance tumorale, A partir d'une certaine taille, 

a besoin d'une formation persistante de nouveaux vaisseaux pour assurer sa croissance et que 

cette angiogenése se tient justement dans le stroma m a h a n  and Folkman, 1996). En r6alit6, 

1'6lCment -mal dans un tissu cancéreux est une forme tissulaire sphialement associCe & la 

prolifhtion a i la croissance des tumeun Cpithdiales, a reçoit les signaux biologiques des 

cellules cancéreuses, des nutriments, des ficteun de croissance et de l'angiogenbe 

inversement. Les cdlules stromales peuvent modula le phtnotype de cellules épithClides 

cancéreuses (Atula et al., 1997), W s e r  la proliftnton des cellules can&euses (Cullen et 



al., 1991; van Roozcndaal et al., 1996)., accélérer la croissance tumorale et produire des 

protéases fâvorisant l'invasion turnorole (Noel et ai.., 1994). Par rapport aux nombreuses 

études ciblant les cellules cancéreuses seules, relativement peu d'études ont étC rapportées 

pour Clucider le r8le clinique des cellules stromales et des interactions CpithCliales-stromles 

dans des tumeurs humaines. 

La cathepsine D, une endoprotéase acide et lysosorniale, a et6 identifiée dans le cancer du sein 

comme facteur pronodque potentiel (Rochefort, 1990). Cependant, alors que par méthodes 

biochimiques, la cathepsine D semble bien prédin un mauvais pronostic, des résultats fort 

contradictoires ont été obtenus par immunohistochimie alors que la plupart des études 

ciblaient les cellules anctreuses (Henry et al., 11990; Thorpe et d ,  1989). En 1993, le groupe 

du Dr Têtu a séparément analys6 l'expression de la cathepsine D par les cellules stromales a 
les cellules cancéreuses dans le cancer mammaire, et conclu que seulement l'expression 

stromale de la cathepsine D prCdisait un mauvais pronostic (Têtu et al., 1993). Iî en résulte une 

hypothése que les cellules stromales pourraient jouer un rdle actif dans l'interaction stromala 

6pithCliale cancéreuse en fâvonsant la formation, l'invasion et la métastase tumorale. Nous 

avons donc cherch6 i mieux comprendre par cette étude le r61e de ces cellules stromales et des 

protéases qu'elles produisent dans des cancers du sein chez l'humain. 

1. La cdlulm stromales et le cancer mammaire. 

Comme d'autres tumeurs du tissu tpithélial, le carcinome mammaire a une organisation 

tissulain dans laquelle, les ClCments CpithCliaux sont entourCs d'une prolifhtion stromale. 

Ces Q6ments stromaux contiennent des fibroblastes, des cellules inflamnutoins comme 

macrophages, une mrtrice extracellulaire a dm 6Mments vasculaires. 

L'interaction Cpith~ialastmmde est importante dans tous les stages de dtveloppement 

mammaire de l'embryogenèse A la lactation de l'adulte. Des expériences ont mon&& que le 

mésenchyme poumit d 6 t d n e r  la morphologie et la fonction de la glande mammaire 

(Sakakm et d,  1987; S a m  et d., 1976). 



1.1. Lu ceilukr rtromalea sont importmtes pour Ir réponse 6pithCliik aux mtrog&ncr. 

Les œstrogènes sont importants pour k dtveloppement du cancer du sein. Les cellules 

cancéreuses répondent aux œstrogènes en produisant des nicteurs qui influencent non 

seulement leur prolifhtion propre, mis  auai la prolifhtion de cellules stromales. Ces 

demiéres peuvent Cgalement, p u  voie de conséquence, produire des facteurs pour stimuler la 

prolifhtion de cellules cancéreuses (Hadam and Levely, 1985; McGrath, 1983). Les cellules 

Çpithdliales répondant i la stimulation des œsttog6nes in vivo deviennent non-répondantes a la 

stimulation par les cestrog6nes quand ces cellules épithéliales sont isolées du support stromale 

in vifro (Iguchi et al., 1983). Cependant, en coculture, avec des fibroblastes mammaires in 

vifm, cette rtpoh~e épithéliale aux œstrogènes est restaurée (Hadam, 1986). Ces r6sultats 

sugghrent que dans le cancer du sain certaines actions œstrogeniques sont indirectes et 

demandent l'interaction avec les cellules stromales. 

1.2. Les cellules stromales peuvent favoriser la prolifCmtion dm ceilules cancireuses 

CpitbCüda par effet pincrinien. 

L'effet paracrinien des fibroblastes a étC mis en évidence dans le dCveloppement de cancer du 

sein par de nombreux essais de culture in vitro avec milieu conditionnt de culture de 

fibroblastes. Dans la plupart des cas, le milieu conditio~b de culture de fibroblastes d'origine 

mammaire favorise Ia prolifhtion de cellules épithdiala cancéreuses d'origine mammaire 

telles que MCF-7 (Cullen et ai., 199 1; Gache et al., 1998; Lippman et al., 1986; Ryan et al., 

1993; van Roozendaal et al., 1992; van Roozendaal et al., 1996; Yee et al., 1988; Yee et al., 

1989). De plus, le milieu conditionn6 de culture de fibroblastes provenant de cancer du sein 

donne une stimulation plus importante sur la prohfhtion de cellules cancéreuses (van 

Roozendaal et al., 1996). Dans certaines expériences, k milieu conditio~6 de culture de 

fibroblastes provenant du sein normal ou d'une lésion bCnigne (Ryan et al., 1993) ne favorise 

pas la prolifhtion des cellules Cpithtliales, voire inhibe Ir prolifhtion Cpithtliale (Dong-Le 

et ai., 1997). 

Le milieu conditionnt de culture de fibroblastes humains a un effet mitogène sur des l ignh 

cellulaires cancéreuses mammaires, en augmentant la synthèse d'ADN et la prolifhtion 

(Ryan et d,  1993). Ceci supporte ia conception que Ies cellulm+ sttomales peuvent participer i 



la rdgulation de la croissance cancCreuse mammaire par la produdion de hcteun qui 

modulent la prolifhtion des cellules cancéreuses (Cullen et aL, 199 1; Lippman et al., 1986; 

Ya et aL, 1988; Yee el d ,  1989). Cet effet sur la prolifCntion des cellules cancéreuses peut 

être augmenté par l'addition d'insuline, d'EGF et de 1F~csrndiol (Hofland et al., 1995), 

suggérant quo certain(s) fodcur(s) sduble(s) soient responsable(s) de cet S e t  de stimulation. 

Cependant, Mukaida (Mukaida et ai., 1991) a observC que les fibroblastes de tissu mammaire 

sont stimulateurs sur la prolifération des cellules MCF-7, tandis que les fibroblastes d'autres 

sites ne prbsentent pas cet effet ou ont un effet inhibiteur. 

1.3. Lcr cellules stromakr peuvent favoriser la formation et la croissance de la tumeur. 

Des études in vivo et in vitro ont montré un effet des fibroblastes sur la formation tumorale et 

la croissance de la tumeur (van den Hooff. 1988; Zipori et al., 1987). Quand les fibroblastes 

sont coinoculCs avec les cellules cancéreuses de vessie ou de sein dans des souns nuednues, la 

période de latence pour fonner la tumeur est raccourcie et la croissance de tumeun est 

accClCrée (Camps et al., 1990). Dans une expCrience similaire (Horgen et aL, 1987), les 

fibroblastes mammaires et cutanés étaient coinoculés avec des cellules MCF-7 dans des souris 

nuednues, a la formation tumorale a été o b m &  dans 94% de souns contre 49?? pour les 

souris inoculées avec les cellules MCF-7 seules. De plus, la winoculation des fibroblastes 

avec MCF-7 favorisait la croissance de la tumeur. Les fibroblastes dérivbs de tumeur 

mammaire ou de tissu nonnal mammaire aurait le même effet sur la vitesse de développement 

de tumeur a la taille de la tumeur (Ryan et al., 1993). 

1.4. La cdlulu stromales peuvent favoriser la migmtian et Pinvasion des cdlulcr 

Cpithéihkr uncimsu. 

Pour envahir les tissus et former des métastases à distance, les cellules tumorales doivent 

pénétrer la matrice actnallulaire et atteindre le réseau vasculaire pour être ensuite 

transportées jusqu'au site d'implantation secondaire. Les cellules tumorales peuvent 

transmettre des messages par un systhme de signalisation ut cellules stromales pour qu'elles 

produisent da f ~ c u n  de aoissances ou des poréinases et Unri f d s e r  1. proüfhtion, la 

migration et l'invuion der cellules c u d n u s c s  (Dong- et d, 1997; Iwazawa et ai!, 19%; 



donc leur effet sur 1Vpithtlium aâjacent. Les fibroblastes sont une population de cellules 

stromales peu caractérisées, ils sont ddfinis en gCnéral par leur morphologie fùsiforme 

(spindleshaped) in vtw et des marqueurs non spécifiques tels que vimentine et collagène type 

1. On sait que les fibroblastes foment une population hétérogène (Schor et PL, 1994; Tamimi 

and Ahmed, 1987). et dans chaque expérience, une sorte de sous-population de cellules avec 

des crracttristiques spécifiques pourrait être prédominante sur les autres. 

1.6. Les fibmblastm associb h une tumeur mammaire sont diff4ren~ des fibroblastes 

monnaus. 

En 1969, Nordbye et aï. (Nordbye, 1969) ont observe que les fibroblastes purifies de cancer du 

col utérin humain prbsentaient une croissance désorganisée comme celle de cellules 

cancéreuses. Cependant, tous les fibroblastes étaient par ailleurs normaux (Delinassios et al., 

1983). Chaudhuri et aï. ont observd une agglutinabilit6 difftnnte de ces fibroblastes dérivés 

du cancer du col utCrin (Chsudhuri et al., 1975). Todm et oL ont obsm6 que des lignées 

cellulaires malignes humaines en culture pouvaient libérer des facteurs comme TGF 

(transforming growth factor) qui conftrait un phhotype malin aux fibroblastes non- 

~ s f o r m é s  (Todam et ai", 1 980). 

La diffhence phhotypique entre les fibroblastes de tissu nomial a caur de tissu tumoral a tt6 

observée par d'autres chercheurs. Il a CtC rapport6 que les fibroblastes provenant de cancer 

mammaire, bien que non transformCs dans le tissu tumoral, possédaient egalement un 

phhotype diffémit de celui des fibroblastes de sein non-tumoral (Homby and Cullen, 1995; 

Homby and Cullen, 1995). Ces fibroblastes de tissu tumoral ont reçu diffkentes appellations 

tels que "activated fibroblasts" (van den Hooff. 1988; van den Hooc 199l), "ibnocmal" 

(Grey et al., 1989), "reactive ou tumor-dated" (Têtu et aL, 1993; T h  et al, 1998). Selon 

une anaiyse ultrwtnicturaie, certains auteurs ont classé les cellules stromales de cancer du sein 

comme "resting fibroblmf"' "fibroblastes actifs", "myofibroblastes précoces" et 

"myofibroblasta matures" punimi and Ahmed, 1987). Adams et al (Aduns et d ,  1988) 

ont nppoctt que les fibroblastes de tumcur mammaire peuvent stimuler la prolifCntion de 

MCF-7 h vitro, tandis que les fibroblastes de mammoplastie de réduction étaient inhibitnus. 

Ryan et d (Ryan et al., 1993) ont rapporté que le niveau de réponse de prolifhtion dépendait 



de la source de fibroblastes, l'effkt Mtogdnique étant plus important avec les fibroblastes de 

tumeur a de la peur qu'avec les fibroblastes de Idsion Mnigne mammaùe. Cependant, un 

consensus n'est pas atteint a dans une étude récente, les fibroblastes d'origine cancéreuse ou 

normale du sein pouvaient stimuler bgatement les cellules canc6reuses d'origine mammaire tel 

que MCF-7, MDA-MB-23 1, BT-20 et T47D (Gache et al., 1998). 

Un sous-groupe de cellules stromales du cancer du sein montre un ClCment de diffdrenciation 

de muscles lisses et désigné mvofibroblasteg (Romov-Jessen et d, 1992). Les 

myofibroblastes sont des cellules contractiles identifids 1971 par isolement du tissu de 

granulation (Gabbiani et aï., 1971). Les cellules ont NC dsnies comme des cellules hybridées 

avec ultrasüuchin des cellules de muscle lisse et des fibroblastes (Gabbiani et al., 1971). Ces 

myofibroblastes sont différents des cellules myoépithéliales par la présence de vimentine a 
l'absence de cytokératine. Bien que ces cellules expriment de l'a-actine, elles sont diffdrentes 

des cellules musculaires lisses par l'absence de desmine (Ahmed, 1990). Les myofibroblastes 

ont étC impliqubs dans certains processus physiologiques et pathologiques, le rôle le plus 

important des ces cellules 6tant la contraction Ion de la cicatrisation des blessures (Gabbiani et 

al., 1973; Gabbiani et al., 197 1). L'origine des myofibroblastes reste inconnue. Cependant, 

Oda et al. ont o b m t  que les myofibroblastes purifï& de tissu mammaire produisaient les 

wllagénes I et III comme les fibroblastes, et les auteurs ont conclu que les myofibroblastes 

étaient derivés de fibroblastes (Oda et aL, 1988). Par la coculture des fibroblastes sans 

expression d'a-ache avec milieu conditionn6 de MCF-7, l'expression de l'a-actine et le 

phhotype de myofibroblastes peuvent &e induits dans a s  fibroblastes d'origine mammaire 

(Romov-Jessen et al., 1992). Des vCsicules sécrCtoues ont étC observées dans les 

myofibroblastes et non dans les fibroblastes (Oda et al., 1990). impliquant que les 

myofibroblastes ont la fonction active de sécrétion (Oda et al., 1990). Des expériences ont 

suggér6 que ccs myofibroblastes possédaient des fonction8 propres comme la dCposition de 

collag&ne excessif et la contraction donnant la desmopluie uremblay, 1979). une réaction 

fibrotique assaci& sowent au cancer mammaire. Le proces~us d'infiltration des cellules 

candiaises reuemble i une plaie qui ne guérit pas (Tamimi and Ahwd, 1987). On pense que 

les myofibroblastes peuvent fhcilitcr la motilité des cellules canc6wses par interaction 

Lpithtliaie-rnyofibroblaste via des contacts dinctr cdlules~1lules (Romov-Jesen et al., 



La présence des myofibroblastes dans le cancer du sein a été rapport& la prerniére fois dans 

une étude sur le corcinome tubulaire (Harris and Ahmed, 1977). Une expression de l'a-actine 

a étt souvent obsewée par analyse d'immunohistochimie dans les cellules stromales d6rivées 

de tissu cancéreux mammaire et rarement dans les cellules stromales ddrivbs de tissu normal 

(Brouty-Boye et ai*, 1994; Sappino et al*, 1990). Dans le cancer du sein, 70./r (Romov-lessen 

et al, 1992) 9 8PA (Sappino et al., 1988) des cellules stromales ont ét6 identifites comme des 

myofibroblastes selon l'analyse de l'expression de l'a-actine par immunohistochimie, tandis 

que les myofibroblastes sont absents dans le tissu normal du sein. Ces rdsultats ont été 

~ 0 ~ 6 s  par culture in vitro de myofibroblastes B partir de tissu mammaire, dont les 

myofibroblastes avaient étC obtenus h partir de tissus conc6reux et non de tissus normaux 

( R ~ M o v - J ~ s ! ~  et al., 1992). La prknce de myofibroblastes est Cgalement liée 

l'histologie du cancer (Schurch et ai., 1982). On les observe plus fréquemment dans les 

carcinomes infiltrants de type tubulaire, lobulaire et canalaire, qui sont fermes et contractiles. 

Par contre, ils sont peu âéquents dans le carcinome infiltrant de types mddullaire et colloïde. 

Le niveau de myofibroblastes dans les difftrents types histologiques de cancer mammaire a 

Ctt associd au t a u  (Schurch et al., 1982) et au mode (Tamimi and Ahmed, 1987) de 

croissance tumorale. 

Les infiiltnts inflammatoires rbpondent surtout h un phénomène idammatoue ou à une 

infcction. Ce sont des infiltrats de type commun avec densite cellulaire tlevte en 

macrophages, polynucléaires neutmphiles et hsinophiles, lymphocytes, plasmocytes. Dans le 

cancer mammaire, on peut voir une infiltration de macrophages qui atteint 80% des cellules 

inflammatoires (O'Sullivan et al., 1993). Ces macrophages peuvent sécréter Ir facteur EGF 

(epidermd growth fiutor) (OISullivan et al,, 1993) et sont lids au phénotype invasif du cancer 

mammaire (Vitscher et ai., 1995). L'infiltration par ces cellules infîarnmatoins représente une 

réaction de l'h6te avec production de p r o t h  putatives dont la cathepgine D (Diment et al., 

1988; Roeer et al, 1994; Vischer et aL, 1995). le MMP-9 (Zakian, 1997) et le MMP-7 

(Busiek et aL, 1992) par les macrophages associés i l'invasion a les métastases par cellules 

cancCreuser. Il est démontré que le Weur TGF-p produit par les cellules cancéreuses 



mammaires pouvaient stimuler les macrophages associés A la tumeur mammaire & produire de 

1'uPA (Hildenbnnd et al., 1998). une pmtéase importante dans la dégradation de la matrice 

extf8ceIlulain. Des chercheurs voient même les macrophages associés la tumeur comme une 

cible thérapeutique intdressante (Wahl and Kleinman, 1998). 

En effet, les cellules stromales du sein sont une population hét6roghe avec un phénotype 

difftrent (Schor et al., 1994). Il existe des d i f fhces  fonctionnelles entre certaines 

populations de fibroblastes c a n h x  mammaires et ceux du sein normal (Azzarone et aL, 

1984)(Maciera-Coelho and Azzarone 1987). Schor et d. (Schor et aL, 1985) ont observé que 

les fibroblastes de cancer mammaire migraient plus rapidement dans une matrice de collagène 

que les fibroblastes de tissu normal. Un facteur soluble, MSF (migration stimulating factor) 

(Grey et al., 1989) a Cs6 purifie B partir de ces fibroblastes associds h la tumeur et non à partir 

des fibroblastes d'origine normale (Schor et al*, 1988). Quand les fibroblastes sont exposés au 

facteur MSF, il y a une augmentation de capacitb de mobilitt dans le gel de collagène (Picardo 

et d,  1991). Bien que la signification de cette découverte ne soit pas bien comprise dans le 

cancer mammaire in vivo, il est possible que ce facteur soluble, MSF, puisse altCrer le 

comportement biologique du cancer du sein en modifiant la mobilitC des cellules dans la 

tumeur, favorisant ainsi l'invasion a la métastase tumorale. 

1.7. Le support stroma1 daor la puriCiution des cdlultr Cpithéiiiltr mammaires. 

Les études in vitro sur l'interaction Cpithtliale a stromale dans le cancer du sein sont souvent 

réalisées par coculturt in vitro de cellules CpithCliales et de fibroblastes de tissu mammaire, ce 

qui nécessite d'abord um récupération sélective de cellules épithClides des tissus tumoraux ou 

normaux mammaires. La purification dlective des cellules Cpithdiales est aussi la première 

étape d'une culture i long terme ainsi que l'çtrblissmient d'une lignée cellulaire mammaire. 

Le tissu tumoral mammaire contient une proportion importante de matrice extracelluiaire et de 

cellules stromaies, ce qui tend la culture sélective de cellules CpithCliales de tumeur mammaire 

pimain difficile (Sykes J. A et al., 1970). 

Dans une ailîure primaire i partir d'un tissu mammaire, le tissu tumoral est souvent digbr6 

d'abord par une enzyme en libérant les cellules de la matricc extracellulaire puis l'on obtient 



une suspension cellulaire contenant les cellules épithtliaies tumorales ou normales aussi que 

les cellules stromales, qui sont libér&s en m h e  temps de la matrice extracellulaire. Cette 

méthode donne une gnnde cellularitt. Cependant, l'on obsave souvent par cette technique 

une prolifaaton beaucoup plus importante des cellules stromales, principalement les cellules 

de typeJbrobfas?-lik en culture, que les cellules Cpithéliales. Une autre technique, dite pilied 

ce11 technique, a 616 initiée par Lasfiugues en 1958 (Lasfargues and Onello, 1958). La 

mdthode permet uu< cellules CpithCIiales cancéreuses de migrer sélectivement de cubes 

tissulaires mammaires découpes et dCposés dans un milieu de culture sans effet enzymatique. 

Bien que les cellules migrées (spilled) soient des cellules Cpithdliales cancéreuses, la 

cellularit4 est souvent insufisante. Par ailleurs, la prolifhtion de cellules 4pithCliales a besoin 

de facteurs de croissance et des interactions cellules-cellules ou cellules-matrice, qui ne sont 

plus prdsentes dans la culture in vitro après l'isolation de l'organe vivant. D'autre pait, bien 

que les cellules CpitMliaies aient besoin d'un support stmrnal, la vitesse de la prolif6ration in 

vitro est toujours perturbée p u  la croissance incontr6lable des fibroblastes. Suite a plusieurs 

passages, les cellules stromales l'cmportent gdnéraiement a les cellules tpithdliales 

disparaissent progmsivement. Donc, le contrôle de la surcroissance des fibroblastes constitue 

un problème des cultures primaires de cellules Cpithéliales de cancer mammaire. 

Plusieurs modrlith ont étC étudiées et rapportées pour éviter cette surcroissance de 

fibroblastes. Sykes (Sykes J.A et d ,  1970) a utilist un gndient de dmsitt discontinue pour 

séparer les allules CpithCliales des fibroblastes de tumeur du sein. Cette méthode ne permet 

p u  d'avoir une purification complète. Edwuds @dwards et d,  1980) a utilist un anticorps 

spdcifiquement contre les fibroblastes. Jones et Hiisb'll ont même employb une aCleetion sur 

polyacxylamide (Jones and W U ,  1973). La mdthde utilide par beaucoup de chercheurs est 

la culture avec milieu dlectif qui minimise beaucoup l'utilisation de sérum par ajout de 

substances nutritives, car le s h m  favorise plus la croissance des fibroblastes (Ethier et al., 

1993). D'autres mothodes ont Cté rapportées tells que la gériédcine @teltzer et d,  1991)' la 

trypsination différentielle (Dairlccc et al., 1997), Ii culture en sandwich créant un 

microenvironntmtnt avec gradients d'oxyeéna et des nutriments (Dairkee et aL, 1995)' un 

flacon de culture avec un substrat @cial comme Primaria' (Falcon) etc. 



L'utilisation de cellules 3T3 Uradiécs comme couche nourricière est une méthode efficace 

utilisée dans la culture des k6ratinocytes initiée par Rheinwald et Green (Rheinwald and 

Green, 1975). Dans leur étude, la prolifhtion de fibroblastes de tissu cutané ou de tératome 

pouvaient être inhibée par les cellules 3T3 irradiées m couche noumcière. Cependant, cette 

méthode a été rarement utilisée dans la culture sélective des cellules cancéreuses h partir des 

tumeurs mammaires primaires. 

La purification de cellules épithéliales constitue Ir première &tape pour I'dtablissement de 

cultures i long terne et des lignées cellulaim. Les lignées établies et bien caractérisées sont 

des outils importants pour étudier l'interaction des cellules stromales et 4pithCliales in vitro. 

La plupart des ligndes disponibles d'origine de cancer mammaire sont, ce jour, d'origine 

d'épanchements pleuraux ou abdominaux et donc de métastase. Peu de ces lignées sont 

d'origine primaire i cause de la difiicult6 de &leciion liCe i la contamination des fibroblastes 

et la prolifhtion insuffisante des cellules CpithClides in vitro. La premitre lignée mammaire 

(BT-20) a étC établie par Lasfagues en 1958 wfiugues and Ozzello, 1958). Des ligntcs 

counmmmt utilisées comme MCF-7 (Soule et al., 1973) et T47D (Keydar et al., 1979) ont 

étC établies il y a plus de 20 ans. Certaines lignks établies depuis longtemps ont prCsentC des 

instabilitds gdnotypiques occasio~eltes suite i la culture a des passages trop nombreux in 

vitro (Engel and Young, 1978a). Plusieurs méthodes ont étC réilisées et rapportées dans la 

littérature pour fàciliter l'isolement de nouvelles lignées ou favoriser la culture long terme de 

cellules cancéreuses mammaires. A part quelques rapports spodiques, deux grandes séries 

ont CtC rapportées. Zoli et af. ont CRidiC 136 tumain pnmaim mammaires (Zoli et al, 1991). 

seulement une lignée i long terme a été obtenue parmi 136 cas CtudiCs ( A d o n  et al., 1993). 

Dans une autre grande série de McCallum et Lowtha (McCdlurn and Lowther, 1996). 135 

tumeurs primaires ont &C mises en culture avec un milieu dlectif de MCDB 170 (Gibco). 

L'étude a réussi i obtenir dix lignées permanentes de a s  135 tumeurs sw une période de 6 ans 

a demi. Les auteurs ont mis au point une méthode convenable pour un taux de 7% de réussite 

de culture i long terne. 



Tableau 1. Lm lignées cellulaires Ctiblies i putu des carcinomes primaires du sein humain. 

Formation Amplincation 

Nom & Auteurs Histologie ER/PgR Dt(b) tusnoraiedoas P53 c-in yc 

lit@- lessoudes mutation Iras 

ndnu /c-erbB-2 

BT-20 m m 1 9 5 8  IDC 4- 30 

CaMa Dobrynin1963 Scinhous 
B'M-L Martodli1969 ScinIKHis 20 

BûT-2 Norquist 1975 IDC 16-18 

BT-4 10 Ldbgues 1978 IMS -/+ 72 

BT474 hdbgua 1978 IDC II+ 120 

W78T Haclrett 1977 IDC 1 24-30 

YMB-1 Yainane 1984 IDC +/+ 44 

CALl9A Gi- 1985 ND 4- 15 

CALl8B Gioantii 1985 ND 4- 30 

VHB-1 Vmdtwdic1987 IDC +/+ 30 

870 1-BC Minafiti 1989 IDC 28.8 

2  NT M 1940 nc 40 

2 1PT Band 1990 !IC 40 

UACC8I2 McItzetl991 IDC 4- LOO 

UACCû93 Meltzcr 1991 IDC 4- 120 

BRC-230 Amadori 1993 rDC 4- 30.5 

VPl85 McCallum 19% rDC -1- 

VP207 McCall~m 19% IDC 4- 

VP223 McCallum19% IDC 4- 

~ ~ 2 2 9  ~ c ~ a l l ~ m 1 9 %  IDC 4- 

VP267 McCalIum 1996 IDC 4+ 

VP298 McCallum 19% IDC 

VP303 McCallimi 19% IDC 

VP137 McCallum 19% JDC 
VP331 McCal)um 19% IM3 

VP342 McCallm 19% JDC 

IIC: carcinome intracanalaire et infiltrant, IDC: carcinome canairise infiltrant, 

ER: récepteur d'o~saogènes, PgR: récepteur de la progestérone, 

Dt: temps de doublement, ND: non détennhé. 



2. Le matrice estractiiulrire danr It crnctr mammrirc, 

A part I'ClCment cellulaire, le stroma tumod comprend une matrice extracellulaire. Il s'agit 

d'une structure complexe contenant des macromoltcules comme des prottines et 

protéogiycons, qui déterminent l'architecture tissulaue et modulent Cgalement la morphologie, 

la prolifhition, l'adhésion ou la migration, ainsi que les capacitds biosynthétiques et 

migratoires des cellules normales et cancéreuses (Foidart et al., 1994). Ce stroma s'insinue 

entre les structures tumorales et les enserre volontiers de façon trés étroite, délimitant les 

cellules ou les îîots de cellules tumorales. En gCnCral, le stroma tumoral des sarcomes est peu 

abondant contrairement aux carcinomes où il est souvent très abondant et où les cellules 

tumorales sont parfais diluées. 

Les composants de la matrice extracellulaire peuvent être produites par les cellules 

cancéreuses odet par les cellules stromales, tels que fibroblastes et macrophages. Les cellules 

cancéreuses mammaires modulent la composition de cette matrice extracellulaire en 

influençant les propriét4s des fibroblastes et en interagissant directement avec la matrice 

cxtracellulaire. 

2.1. La composition. 

La matrice extnccllulake peut être aussi diviste en deux cattgories selon leur relation 

smicturelle avec le parenchyme: la membrane baaaie et le tissu conjonctif interstitiel, qui sont 

différentes par la composition, la localisation et la fonction. 

La membrane basale, une structure uniforme et non-cellulaue, est composée principalement 

par le collagéne type IV, la laminine a les protéoglycans. La membrane basale &pare les 

cellules d'un organe, épithClides a endothéliales, du tissu interstitiel, foumit un substrat aux 

cellules et maintient l'architecture nécessaire pour la prolifëntion, l'orientation et la 

difftnnciation des cellules de l'organe, tel que l'épithüialisation (Kefrlides et al., 1979). 

Le t isai  conjonctif interstitiel contient des cellules stmmrtes comme les fibroblastes, 

macrophages et d'autres types des cellules dépendant du type de tissu (par exemple, 

ostéoblastes) ainsi que les fibres de callagénes, glycoprotéines et pmtéoglycans. Le tissu 



conjonctif interstitiel peut être divis6 en plwieun sous-groupes qui forment diffhnts types de 

tissus. Le collaghe de type I est la forme principale codistribuée avec le type III dans tous Ies 

tissus (Tryggvason et al., 1987). Parmi les autres composants, on trouve la fibronectine, les 

protéoglycans, I'élastine et d'autres. Le colligéne type V est un composant fibrillaire du 

stroma interstitiel et relie les fibrilles du collagtne interstitiel B la matrice de la membrane 

basale (Broek et aL, 1985). 

2.2. La dégradation de la matrice estraceUulaire. 

Pour devenir une tumeur infiltrante et met astatique, les cellules candreuses doivent franchir 

d'abord la membrane basale et ensuite pénétrer la matrice conjonctive pour atteindre le réseau 

vasculaire, ceci entraîne une perte de continuit6 des membranes basales sous-dpithdiales et 

une dCgndation des composantes de la matrice extracellulaire par plusieurs protéases. 

Dans la tumeur, les cellules cancéreuses peuvent stimuler les cellules stromales h produire une 

quantité importante des protéases impliquée dans la ddgradation tissulaire liée à la tumeur 

(Noët et al., 1994). 

2.3. Le nmoddige tissuliin dias le cancer mammaire. 

La remodelage de la matrice extracellulriin (ia membrane basale et le tissu conjonctif 

interstitiel) est une étape importante dans le processus d'invasion tumorale, d'angiogenèse et 

de métistiise (Hart et a', 1989; Liotta and Stetler-Stevenson, 1991b). En effet, la dégradation 

de la matrice extraceIlulaire ne constitue pas un attribut absolu des tumeurs invasives puisque 

certaines tumeurs non invasives peuvent Cgaiement d6pder la matrice. La composition de la 

matna extracellulaire dépend d'un équilibre entre la production et la dégradation de ces 

composantes, telles que collagène, laminine, fibronectim, etc. Les protéase!~ qui participent au 

remodelage tissulaire sont principaiement les métalloprotéinases et les raines proteinaaes 

(Foidart, 1997; Rio et al., 1998). Le cancer mammaire est souvent associ6 i un dépôt excessif 

de composants de la matrice extracellulaire, c'est-idire la &QQ&& (Mirtina-Hemandez, 

1988). La deanopluie contient une quantitt importante de collagène interstitiel, fibronectinc, 

Qastine et pmt6ogiycuy fornant un sirom tumonl fibro-hypcrpluique et donnant un aspect 

de sclémhyalinose. Le stroma désmoplasiquc constitue une source importante de 



myofibroblastes (Busily et d ,  1984). La matrice a d n c e l l u l ~  des cdlules cancéreuses 

mammaires a d'aillain un effet rnitogènique sur les tibroblastes (Kao et aL, 1984). En outre, 

les cellules candreuscs mammaires stimulent la prolifCration des fibroblastes. L'interaction de 

ces allules uncéreuses ou d a  myofibroblastes activ6s avec la matrice extracellulaire 

collagénique provoque cette desmoplasie. 

Cependant, le stroma fibreux exubérant peut s'accompagner d'une atrophie importante du 

tissu ceildo-adipeux dans lequel s'implante le cancer. XI entriifne ainsi une rttraction de la 

tumeur a de l'environnement p6ritumoral. 

2.4. Li migration der cdlulcr anc&euscs dans la matrice estracellulain. 

La migration des cellules cancéreuses est nécessaire pour initier la cascade métastatique, c'est 

i dira de quitter le site primaire vers le site secondaire oh les cellules cancéreuses formeront le 

foyer metastatique (Liotta et al., 1986). Sans cette capacite B migrer à travers la membrane 

basale et la matrice extracellulaire, les cellules cancbuses ne pourraient devenir 

métastatiques 

L'Ctude in vitro de la migration a de l'invasion des cellules cancéreuses demande de 

reconstruire in vitro un tissu Quivalent qui stimule le plus possible la situation tumorale in 

viw. Le modèle le mieux connu est la chambre de Boyden (Sieuwerts et d ,  1997). composée 

d' un filtre micropore couvert par des élbments da la matrice extrallulaire comme Matrigel. 

Cependant, cette approche simule seulement une putic la situation rCelle, car la migration des 

cellules cancéreuses est beaucoup plus complexe In vivo où les cellules cancéreuses sont aussi 

sous l'influence des CICmenta stromaux tel que les cellules stromales et de l'interaction 

cellules-cellules et cdlules-matrice extncellulrire. Par contre, une reconst~ction in vitro de 

type tissu-tquivalent contenant non seulement des ClCments de la mauice extraccllulaire mais 

aussi des cellules stromales semble préfçnble pour Ctudier l'interaction des cellules 

cancéreuses mammaim a le stroma tumoral. En plu% le modèle tissu-équivalent permet 

d'obsemr directement l'invasion des cellules cuidrrusa par une analyse histologique. 



2.5. La matrice tstnctllulrirt favorise Ir foimation tumonle. 

La matrice extraccllulaire peut favoriser le dbveioppement tumoral in vivo, tel que confkmé 

par des expériences de transplantation de cellules cancéreuses avec Matrigel, un extrait des 

composantes de la membrane b d e  (Kleinman H.K. et al., 1986)' dans des souris nuednues. 

Ca effbt de promotion du développement tumoral a ét6 ob-6 pour plusieurs types de 

cellules cancéreuses tels que cellules du carcinome pulmonaire i petites cellules (Fridman et 

al., 1990)' carcinomes prostatiques (Pretlow et d, 1991), carcinomes mamrnaues (Noël et al., 

1992). caraca du d o n  a mdlanome. Les cellules MCF-7 ne forment pas de tumeur quand 

elles sont injectées seules dans les souris nuednues. Cependant, l'inoculation de cellules 

MCF-7 et de Matrigel dans les souris nwslnues induit rapidement la formation de nodules 

tumoraux. (Noel et al., 1992). Le mécanisme implique dans cette promotion du 

développement tumoral n'est pas clair. Il serait cependant lié A l'interaction cellule-cellule et 

cellules-matrice (Nodl et al., 1988; Noël et al., 1993), et i la capacité de liaison des facteurs de 

croissance (Fridman et aL, 1990; Vukicevic et ai., 1992). 

3. Lu protésua d'origine stromak dans k cancer mammaire. 

Les enzymes protéolytiques ont étb impliquées dans le remodelage des carcinomes et dans la 

ddgradation de diffhnts Cl6ments de la matrice extracellulaire associée à l'invasion tumorale 

(Liotta et aL, 1983; Tryggvason et a', 1987). Toutes les familles de protéases semblent 

participer P certaines étapes de l'invasion tumorale (Burtin and Durliat, 1990; Du@, 1992). 

Dans la famille des sérines protéases, 1'uPA est le mieux connu dans la degradation de la 

matrice extracellulaire (de Bruin et d ,  1987). Dans la famille des cystéines protéases, la 

crthepsine B a une activit6 augmentée dans d n s  cancen (Sloam et ai., 1981). Dans la 

famille de protCMeJ aspartiques, la crthepsine D est b d i &  dans le cancer mammaire depuis 

1986 (Morisset et d, 1986b; Reid et al, 1986). La fàmille de métallopiotCkPes est Cgalement 

étudiCe a observée dans plusieurs formes de cancers (McDomell and Fingleton, 1993). 

Cependant, le fhit qu'un tissu tumoral contient souvent une activitC importante des prothses 

ne signifie pas toujours que ces p m t b  sont d'origine des cellules tumoraies. Il est vrai que 

des cellules c a n m  en culture peuvent produire des protéases et des glycosidases. 

Cependant, la protéolysis de la maüice extracellulaire est un pmaswis complexe avec 



expression anormale de prothes non seulement par les cellules transformées mais Cgalement 

par les allules non transformées de l'hôte (Tryggvamn et al., 1987). Dans la plupart des 

carcinomes, ics cellules strodes, plus particuliénment les fibroblastes, synthdtisent 

Cgalement des protéases qui sont sécrétées dans le milieu extracellulaire ou agissent dans les 

lysosomes, a sont les protéases extracellulaires d'origjne stromale. L'expression des 

protéases des tumews est souvent mesurée par anaiyse d'extraits tissulaires de tumeurs qui 

contie~ent des cellules de tissu d'haie. tel que fibroblastes, macrophages, monocytes etc., en 

plus des cellules cancéreuses. Toutes ces cellules stromales peuvent produire diverses 

protéases. Il est probable que des cellules stromales de l'hôte jouent un rôle plus ou moins 

significatif dans le remodelage et la dégradation de la matrice extracellulaire au cours de 

l'invasion tumorale. 

Des études sur l'adénocarcinome du côlon ont bien montré que les cellules stromales et non- 

malignes &aient fortement impliquées dans la production des moldcules qui généraient ou 

rCgularisaient la protéolyse extracellulaire au cours de l'invasion tumonle. En effet, 

l'expression de 1'ARNm pour 1'uPA (Pyke et al., 1991b). la collagdnase interstitielle (Gray et 

al., 1993). la stromdysine-3 (Rouyer et al., 1994). la gdlatinaw A (Poulsom et al., 1992; Pyke 

et al., 1993), la membrune-tpe métalloprotéase de la matrice (MT-MMP) (Okado et d ,  1995) 

a l'inhibiteur tissulaire de MMP-2 (Poulsom et al., 1992) a étC observée dans de diffdrentes 

mus-populations des cellules fibrobI(~~t-like dans le cancer du côlon. L' ARNm de 1'uPA.R 

(urokinase activator receptor) est exprimé dans les cellules cancéreuses et aussi dans les 

macrophages (tumor intiltrathg macrophage) adjacents aux fibroblastes exprimant I'uPA 

(Pyke et al., 1991b). L'ARNm de PAI-1 @Iasminogen activator inhibitor) est @alement 

exprimé dans les cellules endothéliales du stroma tumorai (Pyke et al., 199 la) et 1'ARNm de 

g6latinase B dans les macrophages péri-tumoraux (P~kc et al., 1993). 

Une situation similaire a étC observée dans le cancer mammaire. L'ARNm pour la 

strom6lysine-3 (Basset et aL, 1990), la gélatinase A (Poulsom et al., 1993; Wolf et al., 1993) 

et la rnembrcme-type métalloprotéase de la matrice @ î ï - W )  (Okada et al., 1995) est 

exprimée p u  les cellules stromales~brobl~s1-Iik, I'ARNm de la gdatinase B par les cellules 

in.fIammatoÙts (mraophages) (Davies et ol.. 1993; Wolf et aL, 1993). et 1'ARNm de 



l'inhibiteur type I de l'activateur de plasminogéne @AI-1) par les cellules endothéliales a 
d'autres cellules stromales de tissu conjonctif @an0 K et ai., 1994). 

Tableau 2. Les cellules stromales exprimant les protéases dans le cancer mammaire. 

Protéases Type de cellules Auteurs 

uPA Myofibroblastes (Nielsen et ai., 1 996) 

uPAR Macrophages et cellules cancéreuses (Pyke et al., 1993) 

P A M  Cel t des endothéliaies (Bianchi et al., 1995) 

Gélatinase A Fibroblastes (Poulsom et ai., 1993) 

(Noel et ai*, 1994) 

Gélatinase B Macrophages (Nielsen et al., 1997) 

Fibroblastes (Davies et al., 1993) 

StromClysine-3 Fibroblastes (Basset et al., 1990) 

Cathepsine D Macrophages et cellules cancéreuses (Têtu et al., 1993) 

3.1. La shomLlysint-) (MMP-Il). 

La stromdlysine-3 (ST3) est une nouvelle protéase dans la fmille de mCtalloproteinases 

matricielles. Cette protéase a CtC identifiée en 1990 dana le cancer du sein par analyse 

soustractive de I'ADNc (Basset et al, 1990). La stromClysine-3 a été ciasde ensuite comme 

membre de la famille des MMPs selon la séquence de la protCine déduite de sa séquence 

d'ADN, et a Ctt donc nommée MMP-11 (hlrtnsian, 1992; Nagase et al., 1992). Le gène de 

ST3 se situe dans le long bras de chromosome 22 (22q11.2) (Levy et a', 1992). Comme 

d'autres membres de famille des W s ,  la Sn a dgalement un domaine de pro-tdgion bien 

consend, et cette pnrégion est clivée quand la Sn est convertie en forme active. La Sn 
contient également un domaine catalytique avec une séquence connue de liaison de zinc* et 

un domaine de l'hémopexine avec une séquence similaue i la protdine de I'hCmo-liaison. 

La plupart des MMPs, mri*s non la ST3, sont Sccrétées sous forme de zymoghes inactifs. Le 

pro-domaine de ST3 contient un site additionnel reconnu par la firine, la covertase pro- 

protéine associée au Golgi (Pei and Weiss, 1995). En conséquence, la forme proenzymatique 

de ST3, de 60 kDa, est transformée en une forme mature de 45 kDa, h l'intaieur du chemin 



sécrétouc puis la ST3 est sécrétée sous f o m  active (Pei and Weiss, 1995; Santavicca et al., 

1996). Une étude récente a montrC que cette forme active de 45 kDa était convertie en une 

séquence interne unique de 35 ùDa par l'intermédiaire de bFGF et MMP-dependant. R semble 

que ce hgment de 35 kDa soit spécifique au cancer. Mais cette forme de 35 kDa n'a pas 

d'activitt enzymatique @lari et al., 1998). 

Bien que la forme de 45 kDa soit considMe la forme active majeure de Sn (Pei and Weiss, 

1995), cette prothse possède seulement une faible activité protéolytique et l9activit6 

biologique de cette forme n'est pas claire (Murphy et al., 1993). La ST3 possède la structure 

de la fhmille des MMPq mais son substrat spécifique est complètement diff'ent de celui 

d'autres membres dans la même famille (Murphy et al., 1993). Un fkagment de ST3 

recombinant de souris sans le domaine d'hémopexine siîut au C-terminal démontrait une 

activit6 faible de mét.lloprotiinase (Murphy et al., 1993). En effet, la ST3 humaine de 45 kDa 

ne dégrade pas les substrats classiques tels que gélatine, caséine a dastine (Pei et al., 1994). A 

ce jour, les seuls substrats connus pour la ST3 sont l'inhibiteur de sérine prottase (serpine), 

l'inhibiteur d'al-proteinase (al-PI, al-antitrypsin), et a2-antiplasmine (Pei et al., 1994). 

Comme l'al-PI est l'inhibiteur principal circulaire de I'élastase, la dkgradation de l'al-PI par 

ST3 pourrait augmenter le dommage tissulaire par I'élastase. Cependant, certaines autres 

MMPs incluant MMP-1 (collagCnrw tissulaire) et MMP-3 (stromClysine-1) peuvent 

hydrolyser Cgalement l'al-PI (Mat et al., 1991). Comme la Sn peut ddgrader I'aZ- 

antiplasmine, l'enzyme pourrait aussi augmenter induectement le niveau local de plasmine. En 

gCnCral, la conversion de pro-MMPs en leurs formes actives dtpend de la médiation de la 

plasmine et la ST3 pourrait donc promouvoir cette conversion et augmenter indirectement la 

quantitb de ces MMPs k Mvo (Pei et ai*, 1994). La ST3 humaine hydrolyse Cgalement 

I'IGFBP-1 (l'inhibiteur de I'IGF-l), et donc sugmente l'activité biologique de I'IGF-1 et 

favorise la prolifëration et I i  a i M e  de cellules m e s  et al., 1997). 

Bien que la surexpression ait été observée dans des carcinomes primaires ou métastatiquts, la 

ST3 est synthétisée et est exprimée presque uniquement par les cellules stromales 

réactio~elles de tumeur. Ceci est dE6rcnt d'autres métalloprot6ases matricielles. De plus, 

l'expression de ST3 a di6 obsenrée seulement dana les cellules stromales immédiatement 



adjacentes aux cellules tumorales (Basset et al., 1990). D m  les foyers primaires ou 

mttastatiques, l'expression de Sn par les cellules stromales décroît lorsque la distance entre 

cellules Cpithéliaies maîignes et cellules s i rodes  augmente. L'expression la plus forte est 

située dans les cellules stromales l ' i n td i e  CpithClidostromale. Donc, l'expression de ST3 

par les cellules stromales est considCrCe comme une rCponse de I'hbte au remodelage tissulaire 

associe h la tumeur (Basset et ai., 1993). 

3.1.1. La dgul.rication de rupwrion de 513. 

La régularisation de l'expression de ST3 a éît5 dgslement étudiée. Certains facteurs de 

croissance ont été recherchbs, parmi lesquels, on retrouve des facteurs comme EGF, 

bFGF/FGF et PDOF. Le bFGF a et6 le plus 6tudib iî ce jour. Une h d e  clinique sur le cancer 

du sein par immunohistochimie a ddmontrt que l'expression de bFGF dans les cellules 

stromaie était associée à l'expression de Sn par les cellules stromaies (Linder et ai., 1998). 

Par adminisîration de FGF (Ahmad et al., 1997; Anderson et al., 1995; Basset et al., 1990; 

Okada et al., 1999, EGF (Ahmad et aï., 1997; Basset et aL, 1990) et PDGF (Ahmad et al., 

1997; Anderson et ai., 1995; Basset et al., 1990) exogtnes dans une culture de fibroblastes, la 

ST3 &ait activée au niveau de la transcription, mais sans effet au niveau du promoteur 

(Ahmad et al., 1997). Panni ces facteurs de croissance, le bFGF donne l'efbt d'induction le 

plus Clevt (Basset et al, 1990). D m  une étude avec les ostéoblastes de souris qui 

produisaient !a ST3 en culture, l'administration de FGF-2 a provoqué une diminution de la 

stabilitd de I'ARNm de ST3 sans modifier Ia transcription; cependant, I'administration 

prolongée de FGF-2 pournit augmenter la ûanscription du géne sans avoir d'effet sur la 

stabilisation d' ARNm (Delany and Candis, 1998). Der essais in vitro ont suggdre que ces 

fictars de croissance, sécrétés par les cellules cancéreuses in vivo, pourraient inciter les 

fibroblastes I produire la ST3 par activation de la transcription du géne. Cette hypothbe a et6 

vérifiée dans une étude récente p u  coculture in vibo dm cellules cancéreuses pulmonaites et 

des fibroblastes d'origine pulmonaire avec l'rdministrati*on d'anticorps monoclonaux contre Ie 

bFGF, le PDGF et EGF. Cette coculture a amen4 les fibroblastes i produire de la ST3 sous sa 

forme active de 45 kDa plutôt que mus sa fonm majeun de 35 IcDa La neutralisation de 

I'EGF, le bFGF et le PDGF p u  ces anticorps n'a p u  modifiC la production de protbine Sn 

sous a fonne active de 45 kDI; mais l'anti-bFGF a significativement inhibC la production de 



la forme majam de 35 ma. On a conclu que mhment le bFGF, skét6 par les cellules 

cancéreuses, puticipait au proassus de modification pst-tnductionelle de ST3 et non au 

procesais d'induction de l'expression dBARNm (W et al ,  1998). 

Le promoteur du gène de ST3 contient dans sa région proximale un ClCrnent de RARE de type 

DRl. Cet &ment de RARE peut être triuisactiv6 par le récepteur de I'acide rétinoïque d'une 

maniére ligand-dependante et contrôler l'expression du gène de Sn dans les cellules COS-1 

(Anglud et al., 1995). Les effets d u  rétinoides sont r6disés par deux sortes de 

transactivateurs ligand-dépendants : les réceptain de I'acide rétinoïque (RARa, RARb, RARr 

a leurs isoformes) et les récepteurs X des rétinordes (Rlæa, RXRb, RXRr et leurs isoformes), 

ces récepteurs sont des membres de la superfamille de récepteurs nucl6aires. Les isoméres de 

I'acide rétinoïque (%-RA : 9-cis-retinoid acid; et t-RA : JCtrans-retinoid a d )  B dose 

physiologique ont montrt un pouvoir d'induction sur l'expression de la ST3 au niveau de 

1'ARNm et de la protdine dans les fibroblastes d'origine mdsodermique et supprimait en même 

temps la collag6nase interstitielle. Cet effet d 'induction est contrÔlC au niveau de la 

transcription par une upregulmistion sur l'élongation de I'ARN nucléaire de Sn. Les 

h6t6todiméres de RAR-RXR sont des unités fonctiomelles et nécessaires pour le contrôle du 

gène de ST3 par l'acide rétinoïque (Guerin et al., 1997). L'acide rétinoïque (9C-RA) semble 

augmenter l'activité du promoteur du géne de ST3 dam les cellules de rhabdomyosarcomes 

qui expriment la Sn. 

Cependant, l'acide rétinoïque t-RA dose thérapeutique a montr6 une suppression de l'effet 

d'induction sur I'expression de ST3 dans les fibroblastes pulmonaires par bFGF et PDGF 

(Anderson et al., 1995). Une Ctude rCcaite a montrC le mdme effet inhibiteur sur la production 

de ST3 par les cellules stromales de carcinome pancréatique au niveau de la protéine par tous 

les trans- et 13-cis-acide rétinorque P la dose thdrapeutique (von Mwhal l  et al., 1998). 

3.1.2. L'upresrion de stram&yrine3 d m  le rroiodûage ti#uBaire non-malin. 

La ST3 est exprimée aussi dans l'embryogenhe nonnale a le remodelage de certains tissus 

adultes. Dans l'embryon humain, la ST3 est arprimCe dans les doigts en ddveloppement 

(Basset et al., 1994). Dans l'embryon de souris, la ST3 se trouve dans k morphogenése de la 



queue, des membranes et du museau (Lefebvre et a&, 1995). La ST3 est exprimée dans les 

cellules stmmales en contact avec les cellules Cpithdides de l'embryon n o 4  et des tissus 

adultes. Dans certaines circonstances, l'expression de Sn âans les cellules stromales est 

obsede en contact avec des cellules épithdiaies en voie d'apoptose. Pendant la 

morphogendse de la grenouille, la ST3 est spécifiquement exprimée dans le mésenchyme 

intestinal pendant une période durant laquelle, l'apoptose se trouve dans les cellules 

Cpithdiales de l'intestin primaire au moment du remplacement par les cellules CpithCliales 

secondaires (Patterton el aL, 1995). Chez l'humain et les rongeurs, la ST3 est exprimée dans 

les tissus qui sont en période de remodelage intensif tel le placenta, I'utCrus en involution et la 

glande mammaire pst-lactation (Lefebvre et al., 1992; Rodgers et al., 1994). Par exemple, les 

souris femelles, expriment la ST3 dans la glande mammaire en involution après avoir 

complétt le sevrage (Lefebvre et al., 1992). L'expression de ST3 est observée également dans 

les cellules bpithdiales respiratoires au cours de la réparation des blessures, a cette expression 

est l ik  P l'acquisition d'un phhotype mCsenchymateux dans ces cellules dpithtliales au cours 

de remodelage. (Buisson et al., 19%). Toutes ces données suggérent pue la viabilitb, l'activité 

et le changement des cellules Cpithtliales normales affectent l'expression de ST3 dans le 

stroma adjacent. 

3.1.3. L'upmsion de stromClysine-3 dans des carcinomes. 

Ces études sur la Sn ont attir6 beaucoup d'attention en cancérologie. En effet, la 

surexpression de la ST3 a et6 la première fois observée dans le cancer. La plupart des 

co~aisssnces sur la ST3 ont étC obtenues par ces Chides cliniques. 

Dans le cancer cutané, l'expression de ST3 est associée a diffaentes histologies : l'expression 

est trés forte et fréquente dans le carcinome basocellulaire (Unden et al., 1996; Wagner et al., 

1992). mais absente dans le dematofibrosarcome (Unden et aL, 1996) et le mClanome 

(Wagner et al., 1992). 

Dans le cancer de la s p h h  ORL, des études ont bien montré une association I l'invasion 

I ode  des celluks cancéreuses (Mulla et d, 1993; Munck-Wikland et al, 1998; Ohda et aL, 

1995; Poleîtc et al., 1993). Seulement certaines lésions dysplasiques (3110) présentaient uusi 



une expression de ST3 (Munck-Wüland et cd, 1998), tandis que 106 des 111 tumeurs 

invasives présentaient cette expression (Muller et al, 1993). 

Dans le cancer wlorectal, l'expression de ST3 (Muellet et al., 1997; Okada et al., 1995; Porte 

et al., 1995; Thewss et al., 1996) était associée a l'invasion locale (Porte et al, 1995) mais 

sans association i la taille tumoraie (Thewes et aL, 1996). ni au grade histologique (Thewes et 

al., 1996). 

Dans le carcinome du poumon non B petites cellules, l'expression de ST3 a été observCe dans 

les carcinomes malpighiens et les adénocarcinomes (Anderson et al., 1995). Dans une série 

d'étude avec des lCsions respiratoires (Bolon et al., 1996), la ST3 était absente dans les 16sions 

hyperplasiques et mdtaplasiques. Par contre, la Sn &ait fréquemment exprimée dans les 

ICsions pdinvasives tel que dysplasiques et in silu. L'expression etait obsavb uniquement 

dans le carcinome invas$, et cette expression était liCe i la progression tumorale (Anderson et 

ai., 1995; Bolon et aï., 1997; Urbanski et al., 1992). En effet, l'expression stromale de ST3 

était plus fiéquente d m  le carcinome que dans les ltsions atypiques (Karameris et al., 1997). 

L'expression a étC observbe dgalement dans le cancer œsophagien (Porte et al., 1998). Cette 

expression de ST3 était liCe i la progression locale de la tumeur œsophagienne, représentée 

par l'invasion péritumonle et la taille tumorale, et un füble taux de suMe sans maladie (Porte 

et al., 1998). 

L'expression de ST3 a été aussi obsmCe dans 17 carcinomes pancréatiques parmi 21 cas 

ihidids (von Marschrll et al., 1998). 

Panni tous les carcinomes &diCs A a jour, la ST3 est absente seulement dans le cancer de la 

thyroïde (Zedenius et aL, 1996) d I'hépatoclltcinome, w 8 s  plusieurs carcinomes n'ont jamais 

été étudiés. 

La ST3 est aussi absente dans le lymphome &in non Mgkinien (Koasrkowaka et al., 19%), 

et le m6sothdiome (Utbanski et d,  1992). Ceci suggère que son expression potmit être 



Cpithtlial-spokifique. Cependant, l'expression de ST3 8 étC obsarvée dans une étude avec 26 

sarcomes (Singer et ai., 1997). 

L'expression de ST3 a étC étudiée principalement dans le cancer mammaire. Suite aux h d e s  

de Basset, l'expression de ST3 a étC démontrée dans la plupart des tumeurs invasives, soit 

dans le foyer primain ou métastatique (Ahmad et al., 1998; Basset et al., 1994; Chenard et al., 

1996; Foidarî, 1997; Hahnel et al., 1994; -el et d ,  1993; Heppner et al., 19%; Holm et 

ai., 1997; Kawami et al., 1993; Kossakowska et d , 1996; Linder et al., 1997; Pacheco et d ,  

1998; Têtu et al, 1998), et rarement dans les pglions métastatiques (Hahnel et al., 1994). 

Cate expression w i e  de Wh (Foidari, 1997) i 97.5% (Kawami et al*, 1993) dans les tumeurs 

dtudiées selon diffbents rapports. L'expression de Sn a ét6 observée dgalement dans des 

carcinomes in silu, mais seulement dans une faible population soit environ de 10% des cas 

(Basset et al., 1994; Hahnel et al., 1993). La Sn est absente dans les fibroblastes entourant 

les cellules Cpithéliales normales (Basset et al., 1994; Hahnel et al., 1994) et dans les 

fibroblastes des fibroadénomes (Hahnel et al., 1994). L'expression de ST3 semble associée B 

l'histologie tumorale : une forte expression a et6 observée plutôt dans les carcinomes 

canalaires que dans les carcinomes lobulaite (Ahmad et d., 1998; Chenard et al., 1996). 

L'expressi~n de Sn par les fibroblastes est indépendante de la taille tumorale (Chenard et al., 

1996), de l'état ganglionnaire (Chenard et a%, 1996) a de la distribution microvasculaire 

(Linder et al., 1997); L'expression de Sn a étC souvent observée chez des patientes pour 

laquelles les rCcepteun d'œstrogènes sont positifs et l'histologie est le grade 1 (Hahnel et al., 

1993). En plus, des études ont observt une bonne corrblation entre l'expression de ST3 par les 

fibroblastes a une survie globale plus courte (Chenard et al., 1996) ou une füble taux de 

survie sans maladie (Ahmad et al., 1998; Chenard et al., 1996; T h  et al., 1998). 

Une étude sur l'expression de ST3 duu le cancer du sein incluant 665 prtientes avec ou sans 

envahissement ganglionnaire et un suivi moyen de 10 ans a étt e f f d  par k groupe du Dr 

Th. L'expression de Sn a Ctt obsetvée dans 896% de cas, et était associée avec un âge plus 

jeune, un envahissement ganglionnaire, un haut gnde nuclCUre, une histologie cuulrire, une 

rneuplokiie, une acpreasion de HSP-27 et un bible tuut de s u ~ e  wu maidie (T'&A et ad!, 

1998). 



On a récemment o b m é  que la ST3 âvorisait le développement de tumeur locale dans les 

souries nuhu en assurant un support stromal pour l'implantation et la airvie des cellules 

cancéreuses. En effet, la co-injaion des cellules de MCF-7 et les cellules de 3T3 transfect6es 

pour le géne de Sn favorise significativement le dCveloppement de tumeurs dans les souris 

nuednues (Noel et al., 1996). sans influencer l'invasion ni la prolifbetion des cellules 

cancéreuses. Le fait que la ST3 s'exprime au stade précoce de la tumeur implique que cette 

p r o t h  participe possiblement au développement initial de ces lésions malignes. Cependant, 

le mécanisme moléculaire par lequel la ST3 favorise le dtveloppement tumoral reste inconnu. 

La production de Sn dans les cellules stromales semble une conséquence d'une interaction 

spécifique entre les cellules bpitheliales cancéreuses et les cellules stromales adjacentes. Ceci 

wggtre que la ST3 peut participer au stade le plus précoce du ddveloppement tumoral par un 

maintien d'un environnement favorisant la formation tumorale. 

De tous ces résultats, il est évident que l'expression de ST3 par les fibroblastes est liée à la 

malignite tissulaire en candrologie, l'invasion locale de la tumeur, et donc pourrait se& à 

orienter la thérapie expérimentale. La conception actuelle est que l'expression de ST3 dans le 

cancer est une sorte de rCponsa par le tissu stromal de I'hbte i la stimulation cancéreuse. La 

protéase joue un rdle important dans un remodelage tissulaire mais tumonl. 

Le mécanisme de stimulation par les cellules dpithbliales cancéreuses sur l'expression de ST3 

par les fibroblastes reste inconnu. Le füt que l'expression de ST3 soit uniquement présente 

dans les fibroblastes au contact immCdiat des allules candrruses suggère un effet possible de 

contact direct entre les cellules cancéreuses a les cellules stromales rtrctionnelles. Cependant, 

le fait que le bFGF sécrétC par les cellules cancéreuses participe seulement i la modification 

post-traductionelle implique l'induction de l'expression de ST3 modulCe Cgalement par des 

factem diffiaiblcs @dari et ai., 1998). Peu d'études dans la littenture ont &dit cette 

stimulation par des modèies in viao. Une étude récente a montrd par une coculturc in vitro des 

cellules candnuses pulmonaires (NSCLC : non mal1 ce11 lung cancer) avec les fibroblastes 

pulmo&cs que l'expression des ST3 était inâuctiblt dans les fibroblastes pulmonakes 

spécifiquement par les cellules candrmses pulmonaires. La coculture d ' i t  et indirecte 



donne le même effet de stimulation lors qu'analysée par Northem biot sur la population totale des 

fibroblastes stimulés (Mari et ai., 1998). 

Les aspects uniques de la régulation. de la structure et de la fonction de ST3, démontrées par 

plusieurs études, suggèrent que la ST3 possède certaines autres activités biologiques dans les 

tissus normaux et tumoraux qui restent inconnues à ce jour (Anglard et ai., 1995; Murphy et al., 

1993; NoEl et al., 1995; Pei et al., 1994; Pei and Weiss, 1995). Le fait que la ST3 soit exprimée 

dans les cancers dérivés des trois feuillets embryonnaires : i'ectoderme (par exemple, cancer 

mammaire), le mésoderme (par exemple, sarcome) et l'endoderme (par exemple, côlon), 

implique que la ST3 est une protéase fonctio~ellement nécessaire a la croissance fatale et que 

son expression par les fibroblastes dans le cancer est associée à un phénotype primitif typique des 

tumeurs malignes (Singer et al., 1997). 

Facteurs solubles 

Cdlults 
cari cfreus 

Facteurs solubles 
(contact cellules-ceUuics?) 

Figure 1. induction par les cellules cancéreuses de la production de la stromélysine-3 par des 

cellules stromales (Tire de Mari, B.P. 1998). 



3.2. La uthepsine D (CD). 

La cathepsine D est une endoprotéase lysosorniale présente dans toutes tes cellules des 

mammifêns. C'est un membre de la famille des protéases aspartiques parmi lesquelles on 

retrouve les enzymes sécrétoires bien Ctudiées telles que la rénine et la pepsine @me# AL, 

1977). Cependant la cathepsine D est la seule protéase aspartique connue comme étant 

lysosomiale plut& que sécrétoire. 

3.2.1 La structure et !a b i o q d h e .  

La cathepsine D humaine consiste en une séquence de 412 acides aminés avec 20 et 44 acides 

mints dans les pré- et pro-segments respectivement. (Faust et al., 1985). 

La cathepsine D subit un processus protéolytique en multiples étapes au cours de la 

biosynthèse et de la maturation. La séquence de la partie N-temhle de la prdcathepsine D 

@eptide signai) composée de 20 acides amines module le transport de l'enzyme a travers la 

membrane du rdticulum endoplasmique (ER) (Enckson et al., 1983). Lors de l'entrée de la 

prdprocathepdne D dans le réticulum endoplasmique, le peptide signal est enlev6, a on ne 

peut donc pas déîecter la préproprotéine dans les cellules. 

Le propeptide de 44 acides aminds est la partie d'activation qui maintient l'enzyme en état 

inactif au cours de transport (Erickson et al., 1981). Le clivage de cette proprotbine se tient 

dans l'endosome ou le lysosome précoce a produit une simple chaîne active (forme 

intermédiaire) d'environ 48 ma. Cette molécule est finalement clivde dans les lysosomes en 

formant une enzyme mahm deux cMnes consistant en un domaine N-temiinal de 14 kDa et 

un domaine C-tenninal de 34 ma, et la forme de 34 kDa est la forme prddominante détectée 

dans le tissu par Western blot. 

La procashepsine D produit deux chaianes (lourde et 16gbe) d'oligosrcccharide de mannose 

(Takahashi et al., 1983). Ces deux oligosaccharidcs de m ~ n o s e  sont phoaphorylées dans le 

Golgi précoce (cis Golgi nctworlr) et la p r d t p s i n e  D se lie au récepteur de mannose-6- 

phasphate dans le TGN (tmns Golgi network) qui continue vers l'endosome tardif (late 

endosorne: LE) (Konrfeld and Meliman, 1989). Li prOCBfhepsine D porte ce signal de M6P a 



l'enzyme est conduite du Golgi vers le lysosome via l'endosomes par les récepteurs spécifiques 

de M6P (Kodeld and Mellman, 1989). Le pH acide dans le lysosome dissocie la combinaison 

de ces récepteurs et libère la cathepsine D. 

Pepsine. RCnine , 

Figure 2. Le processus de biosynthèse et de transport de la cathepsine D. 

ER: réticulum endoplasmide; CGN: cis-Golgi; TGN: PUI~S-Golgi; 

SG: granule sécrétoire; LE: late endosome; EE: early endosome. 

(Tiré de Shewale S.G., Aspartic Roteinases and Their Inhibitors, 1985) 
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Figure 3. Processus de maturation intracellulaire de la cathepsine D. 

(Référd de Henri Rochefort, seminars in Cancer Biology, 1990). 

3,2,2. Le substrat. 

La cathepsine D participe au turnover de protéines cellulaires et A la dégradation des proteines 

par endocytose (Godbold et al., 1998). La cathepsine D possède une activité limitée contre les 

proteines natives, mais elle possède une activité considérable contre les protéines dénaturées à pH 

acidique (3.5-5.0) (Capony et al.. 1986; Moisset et al., 1986a). Les substrats de la cathepsine D 

sont largement non spécifiques, avec une préférence pour les protéines de haut poids moléculaire. 

Cette enzyme attaque préférentiellement les liaisons peptidiques situées entre des acides aminées 

hydrophobes tels que Phe-Phe. Phe-Tyr, Tyr-Leu et Leu-Tyr (Bari.ett A.J., 1977). L'inhibiteur 

spécifique de la cathepsine D est la pepstatine. 



3.2a3. Li réguhtion. 

L'expression de cathepsine D est sous le contrôle des œstrogènes dans certaines cellules 

cancéreuses (Westley and May, 1987). L'expression de I'ARNm de cathepsine D des cellules 

MCF-7 est 10 fois wip6rieure en culture avec 1 7 - ~ ~ o l  (Cavailles et al., 1988). Cette 

augmentation de messager est possiblement dOe i un effet direct sur la synthése d'ARNm 

(Rochefort, 1990). Les cellules cancéreuses mammaires en culture (Johnson et al., 1993) ou 

les tumeurs du sein in MYO (Maudelonde et a', 1994) ont montré une expression diminuée de 

cathepsine D dans les cellules canc6reuses sous l'&et du tamoxiféne, agent anti-oestrogtine. 

Les ligands de récepteurs d'œstrogénes sont les seuls stéroïdes pouvant induire I'ARNm de 

cathepsine D, et I'activith de ces agents inducteurs conespondent leur attinitC au récepteur 

d'œstrogénes et lSactivitC mitogénique. 

Des facteurs de croissance tel que IGF-1, EGF et bFGF peuvent induire I'ARNm de 

cathepsine D dans les cellules MCF-7 (Cavailles et al., 1988). On croit que ces facteurs de 

croissance puissent moduler la synthèse d'une protdine qui contrôle indirectement la synthése 

d'ARNm de cathepsine D. En plus, ces facteurs de croissance stabilisent I'ARNm de la 

cathepsine D. Dans la cellules cancéreuses mammaires, les œstroghes peuvent induire des 

facteurs de croissance tels que TGFa et IGF-1 qui peuvent augmenter la cathepsine 

D(Lippman et d,  1986). 

3 a 2 a 4 .  lm activitb biologiques de Ii uthepsine D. 

Par digestion intracellulaire, la cathepsine D peut dégnda plusieurs types de protéines, telles 

que I'ECM pour fbvorisct h migration des cellules cancéreuses. Elle peut Cgalement dégrader 

ou activer des molCcules importantes. On croit que h clthepsine D peut initia la cascade 

protéolytique de la ddgradation de I'ECM p u  activation de la p rdeps ine  B (van der 

Stappen et aL, 1996) qui active ensuite l'activaîcur de prourokinase plasrninogéne (Kobayuhi 

et al., 1991) et par dCgradrtion de la cystatine, un inhibiteur de cysttine prothe (Lewcic et 

al., 1988). La cathepsine D pait jouer un rôle dans cemines Ctipes du processus de métastssef 

y compris la présentation d'antigtnes en présence de MHC de classe IT @aishg et al., 1998). 

Daut effets biologiques principaux de 1. cathcpsine D sont I'raivation de la paolifarton 

cellulaire a de Pactivitt protéolytique favorisant la rnétastme. 



3.2*+1. L'effet rur ia proiifhtion des cdlulea undmurer. 

Des études ont démontré que la cathepsine D pouvait favoriser la métastase à distance par 

stimulation de l'activitt mitogenique au lieu de hvoriser l'invasion locale par effa 

protéolytique (Garcia et aL, 1990; Liaudet et al., 1994). La cathepsine D peut augmenter la 

prolifhtion des cellules cancéreuses, tel qu'observ6 et rapporté d'abord par Vignon er al. en 

1986 (Vienon et al., 1986). DMS cette étude, le précurseur de la cathepsine D sécrdtée par les 

ccllules MCF-7 a étt immunopurifiée et on s obsmC que ce prhrseur accélérait la 

prolifhtion des cellules MCF-7 en culture. Cet effet sur la prolifdration était independant des 

œstrogènes. Les formes de cathepsine D responsables de cet effet mitogenique peuvent être la 

forme mature (Vetvicka et al., 1994) et également la forme de précurseur (Liaudet et al, 

1994), bien que certains auteurs n'aient pas retrouvé cet effet mitogénique par la forme mature 

W e y  and Subashi, 1988; Stewart et aL, 1992)' ou par ses précurseur (Stewart et al., 1994). 

Le mecanisme responsable de cet effet pütatif sur la prolifhtion cellulaire n'est pas claire. La 

cathepsine D a été rapportée dans des études comme ayant le même effet que I'IGF-II (insulin- 

like growth factor) (Vetvicka et a', 1994). Les récepteurs de I'IGF-II fonctionnent comme les 

récepteun de mannose-6-phosphate. Il est suggCr6 que le précurseur de la cathepsine D 

fonctionne comme an agoniste partiel de I'IGF sur le récepteur de I'IGF-II (Mathieu et al., 

1990). Il existe deux autres mdcanismes possibles d'activation cellulaire. La cathepsine D peut 

interagir avec le systéme de signalisation de I'IGF-1 par ddgradation de I'IGFBP-3 soluble 

(IGF binding protein 3)' qui est un inhibiteur potentiel de I'IGF (Conover and De Leon, 1994). 

La cathepsine D peut I ibhr  des fhcteurs de missuice et des cytokines de la matrice 

extraccllulaire, telles que bFGF. Comme le bFGF est mitogène dans le cancer du sein, la 

cathepsine D accélère la prolifdration des cellules cancéreuses donc indirectement par bFGF 

(Brioao et d ,  1991). 

3.2.43. L'rctivit6 protéoiytique fivorbant Ir m6tutue. 

Certaines études ont démontra que la cathepsine D pouvait di~érer la matrice exincellulaire 

p u  ingestion, phagocytose et destruction dans de grandes vCsicules acides i l'intérieur des 

cellules tumomies (Montcowrier et aL, 1990; MontCOUmer et al, 1994). Le ptçcwscw, 



sécrété pu  les cellules tumorales i l'extérieur des cellules, peut être autoactivb en forme 

mature dana un environnement de pH acide et dégrader la matrice extraccllulaire (Brioao et 

al., 1988) L'on retrouve souvent a milieu r ide dans un tissu tumoral (Montcoumer et aL, 

1997). Par son activit6 protéolytique, la cathepsine D favorise donc la migration des cellules et 

le d6veloppement de mCtePtures B distance. 

On observe de grandes vCsicules intracellulaires dans les cellules cancéreuses in vipo et le 

tissu nimoral du sein ('Roger et al., 1994). Ces v6siailes contiennent un haut niveau de 

cathepsine D mature (Montcourrier et al., 1990). Les cellules cancdreuses mammaires 

contenant les grandes vCsicules semblent migrer plus facilement dans le Matrigel que celles 

sans grandes vésicules (Roger et al., 1994). Ces vCsicules contiennent des matériaux 

extracellulaires phagocytosés a peuvent être considkrées comme des hétérophagosomes. Les 

cellules cancéreuses mammaires peuvent rarement phagocyter et dig&er des éldments 

extracellulaires (Spivak, 1973). ce qui semble expliquer une partie de l'activitd de cathepsine 

D. Cependant, cette activitt de phagocytose revient principalement aux macrophages, 

monocytes et polynucléaires neutrophiles. 

3.2.5. La cathepsine D et le cancer mammaire. 

L'intérêt pour la cathepsine D dans le cancer mammaire est mentionné la première fois vers la 

fin des années 70 par des études tentant d'identifier des marqueurs protdiques dont leur 

expression était contrôlée par les œstrogénes dans des lignhs cellulaires mammaires et 

honnono-ddpendantes. On a identifid une protéine, de pois molonilaire de 46 à 52 kDa, 

sécrétée dans le milieu de culture de MCF-7 et cette protéine sécrétée était sous le contrôle des 

œstrogènes. L ' d y s e  r de plus a montrd que cette protéine possédait une activité 

protéolytique i pH acide (Capony et ai., 1986; Morissct et al., 1986b). En 1988, cette protéine 

a été confirmée comme étant la cathepsine D après I'anaiyse de la séquence de la protCine et 

de I'ADNc (Augereau et al., 1988). L'objectif initial était d'identifia un marqueur qui 

pennermit de prbiirs Ir réponse aux wtrogènes, et ainsi Udcr la planification du traitement 

clinique comme l'hormonothérapie. Cependant, h relation directe entre la cathepsine D et la 

réponse de L'hormonothérapie n'a pas CtC contïnnée, la plupart des études aibséqwnte mettant 

I'accent sur la signification de i'activité bioloaiqw de ia cathepsine D tei que son action 



protédytiquq ainsi que sa vdeur de pronostic dam le cinesr mammaire. 

La surexpression tumorale de la cathepsine D a ét6 bien étudiée au niveau de I'ARNm et de la 

protCine (Rochefort et a', 1989), et la plupart des études ont utilist des cellules MCF-7 

comme modéle pour ks expériences in vitro. L'expression de la cathepsine D dans le cancer 

mammaire est 2 à 50 fois plus importante que dans le tissu mammaire normal (Capony et al., 

1989). La surexpression de la cathepsine D ne se hit pas par amplification du g4ne et 

réamangement chromosomique (Augereau et al., 1988). Dans des cellules malignes comme les 

cellules MCF-7 en culture, la quantitC de précurseur de cathepsine D de 52 kDa augmente 

significativement a ces précurseurs s'accumulent dans les lysosomes. En conséquence, le 

processus de la maturation devient plus important avec la production d'une quantité 

importante de forme mature de la cathepsine D dans les lysosomes ainsi qu'une activit6 

augmentée de la protéase par rapport aux cellules normales. Le précurseur de 52 kDa a étC 

retrouvb Cgalement d m  le milieu de culture, possiblement par une sécrétion de l'exchs de 

précurseur (52 kDa). La procathepsine D stcrdtée i l'extdrieur des cellules peut être 

autoactivbe dans un milieu suffisamment acide, que l'on retrouve souvent dans un tissu 

cancéreux, avec production de la forme mature de la cathepsine D (Briozzo et al., 1988; 

Enckson, 1989). Le mécanisme de &&ion n'est p u  Clucidde i ce jour. On croit que la 

saturation des récepteun de M6P peut être responsable de la sécrétion de prodiepsine D 

(Mathieu et al., 1991). 

3.2.5.1. Li valeur pronostique de la cathepsine D dans k uncer du sein. 

La plupart des études sur la cathepsine D sont du domaine de la cancdrologie clinique, et 

portent principalement sur le cancer mammaire. L'intérêt clinique est de savoir si l'expression 

de la cathepsine D dans un cancer du sein peut prédire le risque de la progression tumorale 

comme la &dive et la m&astase L'intéret clinique ut %dente, puisqu'une forte expression 

de la cathepsine D permettrait d'identifier un sous-groupe L patienta pour lesquelles il existe 

un haut risque d'évolution de la maladie a justifierait un traitement mieux ciblC. 

3 e 2 e S J . l .  Lcr oidthod~r i~ilytlqu~r* 

Dans la plupart de as &des, l'expression de cathcpsine D a étC quantifde principalement au 



niveau de la protéine. Des anticorps monoclonuu< (Eng et d ,  1994; Garcia et aï., 1985) ou 

polyclonaux (Eng et al., 1994; Reid et al*, 1986; Tandon et al. , 1990) ont étC largement utilisbs 

pour mesurer la cathepsine D dans la tumeur mammaire par trois principales mahodes soit p u  

Western blot (Tandon et al*, 1990), ELISA a IRMA (irnmunoradiometric assay) (Benraad et 

al., 1992; Freiss et aï., 1989; Freiss et al., 1988; Garcia et al., 1985; Rogier et aL , l989), et par 

immunohistochimie (Reid et al., 1986). 

Les méthodes par Westan Hot, ELISA et IRMA mesurent !'expression de la cathepsine D 

dans le cytosol du tissu tumoral. La méthode IRMA serait plus sensible (Bcnrsad et al., 1992) 

que l'ELISA (Maudelonde et al., 1988). 

La méthode par immunohistochimie permet de mesurer &mi-quantitativement l'expression de 

la cathepsine D sur coupes histologiques. Cette mdthode permet d96valuer l'expression au 

niveau des diffërentes populations cellulaires. 

3.1.5.1.2. L'issociation avec d'autrm facteurs pronostiqua. 

Les études initiales voulaient vt r i f i s  si la cathepsine D Cuit associée au niveau des récepteurs 

d'œstrogènes et i la rdponsc h l'hormonothérapie dans le cancer mammaire, (Garcia et al., 

1 987; Maudelonde et al., 1988). car l'expression de la cathepsine D &ait sous la rbgulation des 

I'œstrogénes dans les cellules honnono-dépendantes en culture (Cavailles et uI., 1988; 

Morisset et aL, 1988; Rochefort et al, 1987; Rochefort et al*, 1986; Rochefort et ai., 1984; 

Rochefort et al., 1986; Rochefort et al, 1989; Veith et al., 1983; Westley and Rochefort, 

1979). Une seule éâude a dbmontré que t'expression de la cathepsine D était associée h l'état 

des récepteurs d'astroghs chez des patientes préménopausées et p&im6nopausées (Thorpe 

et aL, 1989). En e&t, cene oorr&lation n'a p u  éîC confirmée dans la pluport des études et 

l'expression de la cathepsine D ne semble pas reliée i la réponse hormonale (Garcia et ol., 

1987; Maudelonde et al., 1988). 

Plusieurs &des par la mite ont vCrülC la relation entre la cadiepsine D et d'autres facteurs 

cliniques : la tailb tumorale, l'état ganglionnaire, le grade histologique, l'invasion vasculaire 

et les céceptcun honno~ux ainsi que certains oncogénes, par exemple, c-abB-2. 



Certaines études ont montr6 que l'expression de la cathepsine D était associée au grade 

histologique @ufQ et al., 199 1). 

Peu d'études ont montré une relation entre l'expression de CD a la taille tumorale (Du@ et 

al., 199 1; Foekens et ai*, 1993; Gion et al., 1995; Gion et al., 1993; Granata et aL, 1991; Kute 

et d ,  1992; Namer et al., 199 1; Peliaola et al ,  1996; hjol et al., 1993; Romain et al., 1990; 

Seshadri et of., 1994; Spptos et aL, 1992; Spyratos et al., 1989; Stonelake et al., 1994; 

Thorpe et ai., 1989). 

Certaines études ont observd une relation entre l'expression forte de la CD et un 

envahissement ganglionnaire Voekens et al., 1993; Kute et al., 1992; Namer et al., 199 1; 

Pujol et al., 1993). Cette relation avec l'état ganglionnaire aurait une grande valeur 

pronostique clinique. 

3.261.3. L'usociition I la survie de patientes. 

La question la plus importante est si la cathepsine D peut ptédiue la suMe sans maladie et la 

survie globale de patientes. Plusieurs ttudes cliniques sur ce sujet ont et6 rapportées dans la 

littérature. 

A ce jour, presque toutes la études publiées sont rétrospectives et les rCsultats sont variables. 

La composition des cohortes de patientes, la paiode de survie, a les méthodes analytiques 

utilisées sont également différentes. 

3.2.S.1.3.1. La mesure cytoodiquc par ELISA et IRMA. 

La mcthode d'ELISA a d'abord CtC utilisée suivie par la méthde d'LRMA Les deux 

méthodes sont commercialisCes et couramment utilisées en Europe ( B d  et al., 1992). 

La pnrnibre étude du rôle pronostique de la CD a CtC rçrlide et rapportée p u  Thorpe et al. 

(Thotpt et aL, 1989). L'hde a groupé 3% patientes porteuses d'un cancet mammaire. 

L ' d y s e  a démontré que la forte concentration de CD &ait associée significativement i un 



faible tur de survie sans maladie, mais sans influence sur la suMe totale, dans un groupe de 

patientes post-ménopausées. Une tendance de cette association a étC retrouvée dans le groupe 

de patientes pré- ou pai-ménopausées. Quand l'expression de cathepsine D était examinde en 

fonction de 1'6w ganglio~aire, une forte quantitd de cathepsine D était associée 

significativement i un füble taux de suMe sans maladie dans le sous-groupe de patientes 

pré/peri-ménopausées a sans envahissement ganglionnaire, et dans le sous-groupe de 

patientes post-ménopausées mais avec envahhsemnt ganglionnaire. De plus, l'expression de 

la cathepsine D était associbe à l'expression des récepteurs d'œstrogènes, un fadeur 

pronostique favorable. Le seuil était établi P 78 pmoVmg a 20 pmollmg respectivement pour 

les groupes prdperi-ménopauds et pst-ménopausés. 

Une autre étude de la même période a groupC 122 patientes avec cancer du sein (Spyratos et 

ai-, 1989) et deux seuils ont été utilisés soit 45 pmoVmg et 70 pmol/mg. Utilisant 70 pmolfmg, 

toutes les 20 patientes positives pour la cathepsine D ont développe des m6tastases tandis que 

seulement 20 parmi 94 patientes négative pour la cathepsine D ont développe des métastases. 

L'expression de la cathepsine D était significativement liée cL un feible taux de survie sans 

maladie et un faible taux de survie sans métastase. En analysant avec M a t  ganglionnaire, le 

taux le plus faible de sumie sans métastase était observée dans le sous-groupe de patientes 

avec cathepsine positive et sans envahissement ganglionnaire. Cette étude demontre le rôle 

important de la cathepsine D comme indicateur efficace de pronostic chez les patientes sans 

envahissement ganglionnaire pour identification des individus avec haut risque de metastase. 

Encourag6s par les résultats de ces deux ttudes, plusieurs ttudes ont éîC e f f i é e s  dans le 

monde pour confirmer la place pronostique de la cathepsine D par la quantification avec la 

trousse IRMA cornmercidis& ( D u e  et aL, 1991; Foekens et d, 1993; Gion et al., 1995; 

Gion et al., 1993; Granata et aL , 199 1; Kute et aL , 19%; Namer et al., 199 1; Pelinola et al., 

1996; hjol et al., 1993; Romain et al., 1990; Seshadri et al, 1994; Spyratos et aL, 1992; 

Spyntos et aL, 1989; Stonelake et aL, 1994; Thorpe et al*, 1989). Certaines études ont obsav6 

une relation entre l'expression forte de la CD a l'envahissement ganglionnaire (Foekens et al., 

1993; Kute et aL, 1992; Narner et al., 1991; Pujol et al-, 1993). La plupart des études ont 

confhnC le rdle pronostique de la cathcp~ine D pour tous les sous-groupes de patientes, bien 



que différents mils  de positivitb aient étC utilisés. C d n e s  h d e s  n'ont pas observb 

d'association entre l'expression de Ir cathepsine D a le hible taux de la survie, possiblement 

en raison d'une pdriode trop courte de surveillance (16 mois seuls) (Stonelake et al., 1994). 

Principalement, une quantith importante de caîhepsine D pouvait significativement prédire soit 

la suwie sans récidive, ou la s u ~ e  globale ou tous les d m .  Ces rCsultats confinnent que la 

mesure de la cathepsine D par rntthode cytosolique a sa valeur pronostique. 

Cependant, I'int6rêt pronostique de la cathepsine D dans difffnnts sous-groupes semble plus 

complexe et la plupart de ces h d e s  n'ont pas reproduit les résultats de Spyratos et aL 

(Spyratos et aL, 1989) qui proposait que la valeur pronostique la plus importante de la 

cathepsine D était chez les patientes sans envahissement ganglionnaire. Deux études qui ont 

groupC respectivement 162 patientes sans envahissement ganglionnaire (Kute et al., 19%) et 

7 10 patientes sans ou avec envahissement ganglionnaire (Fwekens et al., 1993) ont montré que 

la cathepsine D induisait un mauvais pronostic chez les patientes sans envahissement 

ganglionnaire. mais une valeur pronostique a été obsewée dans le sous-groupe de patientes 

avec envahissement ganglionnaire dans l'étude de Foekens et al.. Pour les autres études, la 

valeur pronostique de cathepsine D a étC retrouvée seulement chez les patientes avec 

ganglions envahis. Les explications possibles de ces résultats différents sont l'emploie de 

facteurs diffhnts tel que les seuils, les criteres finaux comme la suMe sans métastase, ou 

s u ~ e  sans maladie, la pdriode de surveillance, et le traitement adjuvant dministr6. Quoi qu'il 

en soit, il semble que la vaieur pronostique de la cathepsine D existe c h u  les patientes 

porteuses de cancer du sein avec ou sans envahissement ganglionnaire, mais serait plus grand 

pour les patientes avec ganglions envahis. L'inttrêt clinique d'un marqueur de mauvais 

pronostique dans la cas dont les ganglions envahis serait discutable, car l'état ganglionnaire 

est lui-même ddjP un fort indicateur de mauvais pronostique a les patientes avec 

envahissement ganglionnaire seront traitdes agressivement ai gCnCral. 

3.2.5.1.3.Z L'analyse par Western Mot. 

Certaines études ont utilisC une mCthode semiquantitative par Western blot pour mesurer la 

cathepsine D dans le cytosol de tumeurs mammaire. Une étude de 397 paîientes a montré 

qu'une forte expression de la cathepsine D était liée i une suMe totale plus courte et une 



suMe m s  récidive plus coufle seulement bnr le sous-groupe de patientes sans 

envahissement gangIionnWe. Le risque relatif de décès &ait 3.9 fois plus important chez les 

patientes avec forte expression que chez les patienta avec bas niveau de cathepsine D, et cette 

association n'existait pas dans le sous-groupe avec envahissement ganglionnaire (Tandon et 

aL, 1990). Cependant, une autre étude avec 927 patientes a reîrouv6 cette com6lation mais 

seulement dans le sous-groupe de patientes dont les dceptews d'œstrogénes étaient positifs 

(Ravdin et al., 1994). 

33mSm13m3. L'Andyse par immunohLtoeLimie. 

Plusieurs études cliniques ont utilisé Cgdement l'immunohistochimie pour analyser 

l'expression de la cathepsine D dans le tissu cancéreux. LA prerniàe étude publiée a rapporte 

un pronostic mélior6 chez les patientes avec expression positive de cathepsine D. Les 

patientes avec expression de cathepsine D avaient un meilleur taux de survie sans maladie et 

un meilleur taux de survie globale. La raison éventuelle était que la cathepsine D etait sous la 

régulation des œstrogènes et donc l'expression de cathepsine D repr6sentait 

I'hormonosensibilité (Huuy et al.. 1990). C'est k premier rapport que les cellules stromales 

(macrophages infiltrantes) pouvaient avoir une forte expression de cathepsine D a pouvaient 

contribuer h la quantité totdc de cathepsine D dans le cytosol tumoral. La contribution de la 

cathepsine D shornale sur le pronostic n'a pas ét6 évaluée dans cette étude. 

Les études suivantes par immunohistochimie ont npp0rt6 des résultats diffénnts. Peu d'études 

ont rapport6 une association entre cette expression de cathepsine D p u  les cdlules 

cancéreuses associées et un mauvais pronostic. Winstanley et d. ont analys6 l'expression de la 

cathepsine D p u  les cellules cancéreuses dans des cas avec ou ~ u u  envahissement 

ganglionniin et o b m 6  que l'expression de la cathepsine D était associée à un mauvais 

pronostic dans tous les cas CtudiCs, indapCndamment de 1'W ginelionnaire (Winstaniey et al., 

1993). L'association entre l'expression de la cathepsine D a un faibb taux de sutvie a C1C 

@alement retrouvée par Zmla et d. (Isola et uL, 1993) mais seulement dans les cas sans 

envahissement gan@ionn&t et par Kuddaft et d. @ h d a M  et al, 1993) m i s  duu le sous- 

groupe avec envahissement ganglionnaire. 



Cependant, toutes les autns études n'ont p u  rctiouvt d'association entre l'expression de 

cathepsine D p u  les cellules cancéreuses et !a survie (Domagrla et al., 1992; Joensuu et al., 

1995; OPonoghue et al., 1995; Tehi et al., 1993). L'expression de la cathepsine D par les 

cellules cancéreuse ne semble donc pas associa P la suMe. 

En 1993, Têtu el  aL ont analyse l'expression de la cathepsine D dans une serie de 638 

patientes porteuses de carcinome mammaire avec envahissement ganglionnaire (Têtu et al., 

1993). Les auteun ont analysé sdpadment l'expression de cathepsine D dans !es cellules 

cancéreuses et les cellules stromales (macrophages) p u  immunohistochimie et ont observé 

pue l'expression de cathepsine D produite par cellules stromale et non par cellules tumorale 

corr6lait avec un faible taux de suMe sans metastase. Cette corrélation Ctait plus importante 

dans le sous-groupe de chimiothdrapie aâjuvante. L'expression de la cathepsine D par les 

cellules stromales était liée il l'expression de HSP-27, un haut grade de differenciation, 

l'aneuploïdie et l'absence de rdcepteurs d'œstrogènes et de la progestérone. Les auteurs 

sugg6tent que l'expression de cathepsine D par les cellules stromales joue un rôle important 

dans le proassus invasif du cancer du sein. Suite i ce#e étude, deux autre études ont 

kgalement c o n t h é  cette hypothese. Dans l'étude de O'Donoghue (OPonoghue et ai., 1995) 

qui a analys6 par immunohistochimie une série de 103 patientes avec carcinome primaire 

mammaire opérable, l'auteur n'a pas retrouvé non plus de corrélation entre l'expression de 

cathepsine D par les cellules cancéreuses et la survie, bien que l'expression de cathepsine D ait 

été observée dans tous les cas. Par eontre, la surexpression de cathepsine D par les cellules 

stromales était liée i un haut grade de diffbnciation, un taux augmenté de récidives locales et 

régionales, un f ~ b l e  taux de survie sans malsdie a un fable taux de s u ~ e  totale. Une autre 

étude en 1995 rapportée par Joensuu (Joensw et al., 1995) a analys6 213 carcinomes 

primaires mammaires par immunohistochimie. Le taux de survie totale c h u  les patientes sans 

expression de cathepsine D par les cellules stromales mawophuge-iike &ait de 75% à 5 ans et 

de 55% 1 30 ans. Chez les patientes avec forte expression de la cathepsine D par les cellules 

stromales, ce taux de sunRe était abaisde i 4W i 5 ans et 1 2W à 30 ans. La cathepsine D a 

été &-Ce surtout dans le type histologique canairire plut& que lobulaire (8M vs 54%' 

p=û.WZ). De plus, l'expression de la cathepsine D par les cellules stromales était liée B une 

prolifCntion accélérée de cellules tumorales. L'auteur a o b m t  Cgrlement que la cathepsine 



D n'avait p u  d'infîuence indépendante air la aiMe âanr toutes les cattgorics de patientes. On 

a conclu que l'expression de la cadaepsine D par les cellules stromdes pouvait prédire la 

survie A long terme. Dans l'étude de Nadji (Nadji et a', 19%) qui a groupé 154 carcinomes 

cuulains a invasifs sans envahissement ganglionnaire, bien qu'il existe une corrélation entre 

l'expression de cathepsine D par les cellules cancéreuses et la diffbrenciation et le grade 

nucléaire, c'était la swexpression de cathepsine D par les cellules histiocytaires et 

fibroblastiques qui corr6Iait significativement avec la survie totale a la survie sans maladie. 

L'expression de la cathepsine D par les cellules stromales n'avait pas d'influence sur la survie. 

L'auteur a conclut que l'analyse de la cathepsine D dans le cytosol n'avait pas de valeur 

pratique. Une thide rCcente (Gonzalez-Vela et ai., 1999) a analyst 102 échantillons de cancer 

du sein, et a trouve que l'expression de cathepsine D dans les cellules stromales &tait 

significativement Me à l'envahissement vasculaire, à un haut grade histopmnostique, un haut 

index de mitose et une absence de récepteun d'œstrogènes. 

Le fait que les etudes par Têtu (Têtu et aL, 1993), O'Donoghue (ODonoghue et al., 1995), 

Joensuu (Joensuu et aL, 1995)' Nadji (Nadji et al., la%), Gonzalez-Vela (Gonzalet-Vela et 

ai., 1999) aient dtmontré que la cathepsine D par les cellules stromales (macrophages, 

fibroblastes etc.), d non les cellules cancéreuses, avait une influence pronostique a attiré 

l'intention des chercheurs cliniques. Les résultats suggèrent que les cellules stromdes 

contribuent une partie de la cathepsine D mesurée dans l'analyse du cytosol tumoral. 

Cependant deux Chides ont observé une cordation significative entre la cathepsine D des 

cellules cancéreuses par immunohistochimie et le niveau de cathepsine D dans le cytosol 

mesuré par IRMA (Muidelonde et aL, 1992; Roger et al., 1994). 

L'analyse diffCrentielle de l'expression de cathepsine D p u  les cellules cancéreuses a par les 

cellules stromales donne des informations sur la contribution pronostique individuelle. Ceci 

suggère que dans l'analyse du cytosol par Western blot, ELISA et IRMA, la quantite totale de 

cathepsine D contient une partie non nCgligeable veaant des allules stromales, a qui pourrait 

expliquer les divergences de résultats des études par analyse du cytosol. Comme l'indique 

Westley el al. (Westley and May. 1996; Westley and May, 1999), la source de cathepsine D 

mesurée dans le cytod tumoral et la nleur pronostique de I'arpnssion de cathepsine D par 



diffhnts types de cellules dans la tumeur mammaire reste i établir. 

Bien que ce ne soit pas toutes les études qui supportent cette conclusion, il existe une forte 

Cvidence que les cellules stromales réactio~elles jouent un rôle dans le cancer mammaire en 

favorisant par l'activitd des protéases y compris la clthepsine D l'invuion a la métastase des 

cellules cancéreuses. 

3.3. L'activateur de plasmhogLnc (PA). 

L'activateur de plasminogéne est une endopeptidase de la fiunille des serines peptidases, 

caracttrisk par la triade catalytique comprenant l'acide aspartique, la sérine et l'histidine. La 

&rine fonctionne comme un rCsidu réactif formant un pont covalent avec le substrat. Le 

groupe de sérines peptidases contient les enzymes associde8 & la chymotripsine comme les 

enzymes fibrinolytiques, facteurs de coagulation et alles de la famille de la subtilisine. 

Les activateurs du plasminogéne sont des sérines protéases normalement actives dans les 

processus de coagulation, où elles ont pour fonction d'activer le plasminoghne en plasmine 

(Dano et al., 1985; Salcseia, 1985). La plasmine est une protéase avec spectre Iarge de 

substrats. Elle peut cataiyser la ddgndation de divers substrats dans la matrice extracellulaire, 

a activer des certaines protéases da la famille des MMPs (Du@, 1993). Il existe deux types 

d'activateurs du plasminog&ne, le type tissulaire (@A) et le type urolo'nase @PA). Ils sont 

diffdrents en terme de distribution tissulaire et de caract&istiques immunologiques, 

moléculaire et catalytique. L'uPA est une enzyme de 54 kDa composée de deux sous-unités de 

30 kDa et 24 kDa (Dano et al., 1985). La forme tPA native, par contre, est composée d'une 

seule chaîne polypeptide de 70 LDa (Edlund et ai., 1983; Rijken et al., 1982). Analysée par 

immunohistochimie, 1'uPA a et6 identifiée dans les fibroblastes in vivo (Knstensen et al., 

1985; Skriver et al., 1984). tandis que le @A est situ6 dans l'endothélium vasculaire de 

plusieurs tissus @Cristeasen et al., 1984). Chu  l'homme, la fibrinolyse vuculaire est faite 

principalement par tPA d&vC de I'endothdlium. L'uPA est responsable de l'activation du 

plasminog&ne qui est présent dans la plupart des t i s s u  cxftacc11ulrim. LsuPA peut p~iciper  

au rrmodelyle n o d  ou pathologique de la matrice ~dna l lu l a in  et est impliqué dans le 

phénodne de progression tumonle @uffy, 1996). En dehors de son rôle d'activateur du 



plasminogéne, I'uPA peut Cgalement dCgrsder des composantes de la matrice extracellulaire 

dont notamment la fibroncctine a la laminine (Baîian et al., 1979; Liotta et al,, 198 1). activa 

d'autres protéases comme la collagtnase de type IV, ou encore activer des facteurs de 

croisaance tels que k facteur de croissance htpatocytMrr @u& 1996), stimuler la 

mitogmèse (Binder, 1990) et la migration (Odekon et aL, 1992) des cellules. L'@A se lie h un 

récepteur membrannaire @PAR) (DufQ, 1993). 

En 1988, Duffy a le premier mis en Cvidence que la prdsence d'uPA dans les carcinomes 

mammaires était associée un pronostic défavorable pour les patientes @um et al., 1988a; 

DuQ et al., 1988b). En effkt, les patientes dont la tumeur contenait un haut niveau d'activité 

de l'GA avaient un taux de s u ~ e  sans maladie (DFS) ou un taux de suMe globale 

significativement plus faible que les patientes dont la tumeur avait un niveau bas d'activité de 

1'uPA Ce rbsultat a étt confirmd par plusieurs groupes (Foekens et al., 1992; Grondahl- 

Hansen et a', 1993), de plus, le haut niveau d'rctivitd de I'uPA est lié un faible taux de 

survie globale. Dans k cancer du sein, cette expression stromale est fortement liée tk une 

récidive de la maladie, et donc 1'uPA est considdit comme un facteur pronostique defavorable 

par plusieurs investigateurs (Du@ et id, 1 9 8 8 ~  Du@ et al., 1988b; Evers et al., 1982; 

Foekens et al., 1992; Grondahl-Hansen et al., 1993; Grondahl-Hansen et al., 1995; Schmitt et 

al., 1990; Spyratos et al., 1992). 

L'expression de I'uPA a CtC observée dans la cellules stromales de tissu cancéreux (Wolf et 

al.. 1993). Cette expression de 13uPA par les cellules stromales colorectales est associée au 

niveau de dysplasie des cellules CpithCliales (Sordat et aL, 1997). Dans l'étude de Wolf, tous 

les onze carcinomes canalaires mammaires Ctudits montraient une expression de I'ARNm de 

I'UPA par les cellules stromales (Wolf et ai., 1993). D m  l'étude de Nielsen, 1' ARNm de 

l'@A a W obarv6 dam 26 carcinomes cuirlaires parmi 28 carcinomes canalaices étudiés a 
dans tous les 5 carcinomes lobulaires (Nielsen et aï., 19%). L'expression de I'uPA a été 

obsavCe dans les myofibroblastes adjacents des allules canctreuses (Nielsen et aL. 19%; 

Roma et al.. 1994). Une xdnognffe de cellulw MDA-MB-231 dans des souris nuednues a 

induit une expression d'ARNm dsuPA a de am récepteur mcmbrannaire par les cellules 

sttomales de souris adjacentes aux cellules cancéreuses injectées @orner et al, 1994). 



signifiant que les cellules cancéreuses peuvent induire un production d'@A et d'uPAR par 

les cellules stromales. Certains facteurs produits par les cellules cancéreuses, dont TGF-Pl 

(truisforming growth -or +1), peuvent introduire la production d'@A par les fibroblastes 

mammaires (Sieuwerts et d ,  1998). En revanche, la plasmine p u t  activer des proformes de 

cytokines, de facteurs de missance et de TGF-p (Rifkin et al., 1999). 

Dans le cancer du cûlon, I'uPA est produite p u  les fibroblastes, le récepteur de l'@A (uPAR) 

par les cellules CpithCliales cancéreuses et i'inhibiteur de I'uPA (PAI-1) par les ceiiules 

endothdliales (Blasi and Stoppelli, 1999). ii est proposé que IYuPA produite par les fibroblastes 

se fixe sur I'uPAR des cellules canukeuses puis favorisent l'invasion tumorale (Grondahl- 

Hansen et al., 1991; Pyke et al., 1991b; Pyke et al., 1994). Dans le cancer mammaire. 1'uPA 

est produite par les myofibroblastes, et le récepteur de 1'uPA est uniquement retrouvé dans les 

macrophages qui infiltrent le tissu tumoral et non dans les cellules cancdreuses (Bianchi et al., 

1994; Blasi and Stoppelli, 1999; Pyke et al., 1993). Il est suggdrt que. dans le cancer du sein, 

les myofibroblastes produisant l'uP& les macrophages infiltrants produisant lYuPAR et les 

cellules cancdreuses forment la population cellulaire infiltrante (Nielsen et al., 1996). Dans 

cette assemblage, I'uPA par la cellules stromales participe non seulement h la dtgradation de 

la matrice extracelluiaire mais aussi P la communication intercellulaire par activation des 

cytokines latentes comme le TGF-P (transfonning growth facîor B) et HGF (hepatocyte 

growth fiictor) (Naldini et al., 1995; Odekon et al.. 1994). 

Une étude récente a démontre une expression d'uPA non seulement dans les cellules stromales 

mais aussi dans les cellules cancéreuses. On croit que l'GA dans les cellules canc6reuses est 

une forme fixée d 1'uPAR (Carrier0 et al. 1994). Cependant, ce rdsuitat wntndit celui où 

lYuPAR est présente dans les macrophages infiltrants mianchi et al., 1994; Blasi and Stoppelli, 

1999; Pyke et al., 1993). 

3.4. Le rble iit6gré d a  prothta stromakr rur l'invuion tumorak mammaire : intérêt 

comme facteun pmnottiqum. 

L'étaôli~ement du pronostic histologique comprend l'étude de p l u r i ~  paramètres: la 

strudun histologique de la tumeur, l'envahissement vasculaire lymphatique, la 



diffhnciation, l'index mitotique, la grdation histologique, la classification TNM, etc. Les 

protéases comptent parmi les molécules considCrCs comme marqueun tumoraux et impliqubs 

au moins potentiellement dans la métastase tumorale (Dun), 1996). L'évidence initiale qu'une 

relation existait entre l'expression des protéases et l'invasion et la métastase cancéreuses était 

basée sur une corrdlation entre le niveau des protéases spécifiques et le potentiel metastatique 

dans des tumeurs animales (Duffy, 1992). 

11 est important de réaliser que les cellules tumorales et les cellules stromales peuvent produire 

en même temps plusieurs protéases. Les enzymes protblytiques, qui sont généralement 

sCcrétCes sous forme de zymogènes inactifs dans la plupart de cas, appartiennent A différentes 

familles interdépendantes. Ainsi, des enzymes d'une même famille peuvent s'activer entre 

elles ou activer celles d'une autre famille (Ramos-Desirnone et al., 1999), ce qui souligne 

l'extrême complexitt des relations existant entre les diffdnntes protéinases, et 

particulièrement les diffients systèmes d'activation. Par exemple, l'activation de la 

collagtnase demande une cascade enzymatique qui implique l'activation hydrolytique de 

procollrgdnase par la plasmine, cette demiCre devant d'abord être activée par le plasminogène 

(O'Gndy et al., 198 1). 

Le processus de métastase de tumeur implique une cascade de plusieurs étapes liées et 

dquentielles Ion d'interactions CpithClialeslstromales multiples (Fidler and Hiut, 1982; Liotta 

et ai., 1983; Schimnacher, 1985). Toutes ces protéases agissent souvent en synergie, ou 

successivement ( d e  protéolytique), puisque l'invasion tumorale implique de multiples 

protdinrses. (Quiglcy et al., 1990). Ainsi est4 logique de considCret avec soin l'équilibre 

entre les prothses et leurs inhibiteurs. C'est seulement lorsque cet équilibre est rompu en leur 

favcw que les prosCuas peuvent être activées. En même temps que des protéases, les cellules 

tumonles et otromdes produisent des inhibiteurs de ces protéases. 

Si de multiples protéases sont impliquh duu le processus mdastatique, l'information 

pronostique la plus utile et pertinente dmUt être obtenue par une mesure combinant de 

plusisun protéases dans le cancer mammaire. Il y 8 donc en fin de compte plusieurs p r o t h  



actives pour atîaquu les constituantes de la matrice extracellulaire, et cette synergie peut avoir 

une gnnde importance. 

4. Objectifg. 

4.1. GénCrrL 

Cette étude vise testsr l'hypothése selon la quelle les cellules cancéreuses induisent 

l'expression des protéases par les cellules stromales rWionnelles dans le cancer mammaire et 

que ces protéases stromales favorisent la progression morale. 

4.2. spbrifiq~a. 

1) Étudier le tdle de CD, uPA a Sn d'origine stromale en analysant directement leur 

expression dans des tissus tumoraux des patientes porteuses d'un cancer mammaire, 

c o d e r  I'expression de ces protéases stromales à la survie globale et a la survie sans 

métastase a effectuer l'analyse avec une popdation importante de patientes et avec une 

période de sumillance de long terme; 

2) Wvelopper une banque des cellules stromales d'origine tumorale afin d'évoluer 

l'hCtbgén4itC de réponse des cellules stromales h une même stimulation cancéreuse; 

3) DCmontrer le r6k du support stroma1 pour la purification des cellules 6pithdiaies et 

l'établissement de lignée cellulaire i partir des carcinomes mammaires primaires; 

4) Étudier les interactions entre cellules stromales et cancéreuses par cocultures directes et 

indirectes afin d'évaluer le rôle des contacts directs et indirects sur la production de 

protélises; 

5) Vérifier le rôle de bFGF sur l'induction de MMP-11 par les cellules stromales d'origine 

tumorale; 

6) Démontrer que la réponse des cellules stromales d'origine tumorale i une même 

stimulation est variable d'un individu i l'autre; 

7) Réaliser la coailtun de tissu-équivaient avec les cellules cuîéraiser mammaires a les 
cellules stromales réactio~elles et observer l'interaction Cpithtliale-stromale 

principalement pour le remodelage de tissu-équivdent, la migration des cellules 

cancémises et la production des c o l l r g 6 ~  et gélatiniscs. 



CULTURE S~~LECT~VE DE CELLULES EPITH~LIALES MAMMAIRES 

A PARTIR DE CARCINOMES PlUMAlRES DU SEIN 



Li purification des cellules Cpithéliales mammaires i partir de carcinomes primaires 

mammaires est une étape importante et essentielle pour effectuer la recherche in vim dans le 

domaine de l'interaction stmmale-&pithMale du cancer du sein. 

Ce chapitre porte sur l'utilisation d'une couche noumciére composée de cellules 3T3 irradiées 

pour isoler de fàçon s6lective des cellules CpithClialcs de cancers du sein. 

Le travail de ce chapitre a été principalement &eduC dans le Laboratoues d'0rganogenèse 

expérimentale (LOEX). Cet article a été soumis pour fin de publication dans la revue 

Pathology, Research and Practice. 



La recherche in vitro sur les interactions siromales-épiéliales dans le cancer du sein requiert 

souvent l'emploi de cellules Cpithélisles purifiées de cancer primaire du sein. Cependant, la 

purification des cellules Cpithéliales cancéreuses 1 partir de carcinomes primaires mammaires 

est un travail laborieux. Deux causes principales expliquent cette difficult6: soit la 

prolifération lente in vibo des cellules épithéliales malignes quand ces cellules sont isolks 

d'une tumeur humaine; soit une sur-prolifération des fibroblastes réactionnelles gui 

l'emportent sur la prolifbration 6pithbliale. Plusieurs méthodes ont été proposées dans la 

litt6rature a le principe est d'inhiber la surcroissance des fibroblastes. Utilisant une couche 

noumciére de cellules 3T3 irradiées h 60 Gy, la culture sélective des cellules Cpith6liales a 6té 

réussie dans six carcinomes primaires étudiés. Nous concluons que l'utilisation d'une couche 

noumciére de 3T3 irradiées comme méthode de culture sélective favorise Ir purification des 

cellules Cpithdiales non seulement par inhibition de la surcroissance des fibroblastes, mais 

aussi parce que cette couche agit comme support de la prolifhtion des cellules &pithéliales. 
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Summiry 

The main drawback to selective culture of human mammary epithelid ceIl (HMEC) &om 

p n m q  breast cancer is the overgrowth by tumor-~ssociated stroma1 fibroblasts. This 

drawback may be overcome by using, in primary culture, Iethally inadiated 3T3 cells which 

act as feeder Iayer to maintah HMEC proliferation 3T3 ce114 q o s e d  to 60 Gy at confluence, 

form a specific cellular substrate, which constitutes a barria to fibroblast attachent. Enzyme- 

digested breast cells tiom six pnmary breast carcinomas were cocultureci over lethally 

irradiateci but living 3 ï 3  cellalls. The metbod led to the purification of HMEC fiom all six 

cancer samples and long-terni culture was obtained in one. The epithelial nature of those 

purified HMU: was demonstrated by their general morphology and by expression of 

cytokeratins and epithelial membrane antigen. Those results confinn the stimulatory effect of 

using a stroma1 feeder Iayer on breast epithelial ce11 growth and show that this stroma1 feeder 

layer can also wntrol the fibroblast overgrowth. Our results provide an alternative approach in 

the selective culture ofcpithelial cells fiom primary breast carcinoma. 

Keywords: tumor-denved HMEC, tumor-associated fibroblrsts. 



Intnduction 

Br& cancer is a leading cause of cancerdatai deaths in North America and in Europe. The 

availability of cell cultures estlblished directiy fkom patient tumon is an important tool to 

study breast cancer biology. Howsva, the establishment of such ce11 lines requùes the 

isolation of malignant cells fkom breast cancer specimens (Ethier et al ,  1993) and selective 

cultures of human marnmary epithelial cells (HMEC) have until now been conbonted with a 

number of technical problems (McCallum and Lowther, 1996). A major problem is the fast 

overgrowth by tumor-associated strornal fibroblasts in an in Mtro seîting. 

To obtain dispersed epithelial cells, most tissue culture techniques require mincing of tissue, 

followad by an enzymatic digestion of fragments. Aithough this procedure often leads to an 

important cellularity, it is rarely satisfactory for pNnary breast cancer, which contains 

abundant fibrous stroma (Sykes J.A. et ai., 1970). Major improvements in selective culture 

technology for primary carcinomas have been achieved with the use of selective media (Ethier 

et al., 1993), partial enzymatic degradation @a~kee et aï., 1997) and other methods such as 

diffsraitial centdùgation (Speus et ai., 1998; Sykes J.A et d ,  1970). 

It hss been reported that a pure keratinocyte culture, fia of fibroblasts, might be obtained with 

the use of lethally imdiateâ but living 3T3 cells used as feedct layer (Rheinwald and Green, 

1975). This method, however, has rarely ban  tested in the selective culture of HMEC Born 

primary breast cancers. We hypothesized tb t  cocultures with those living 3T3 cells woukl 

produce pure HMEC cultures from primary breast cancen by stimulation of epithelial cell 

pidifartion and inhibition of fibroblast overgrowth. The present report describes this 

selective method. 

Materiais and metbodr 

Clinical findiav 

Six ptimrry bmst carcinomas were used in this study and theu clinicd and histological 

charactcristics arc shown on table 1. 



Fnsh sterile tissue from primary breast tumors wiu obtained h m  surgical resection. The 

diagnosis of those tumon waa CO nfirmed b y routine histopaîhological examination. The tissue 

specimew werc thm trimrned and placed in Dulbecco modified Eagle's medium (DMEM) 

with antibiatics at 4OC. Then, the tissue specimen was minced with crossed surgical blades 

into 1 mm cubes and then digested ovemight with collagenase (0.14%) at 37OC under constant 

shaking. The single-ceIl suspension was obtained and the ce11 viability was detmnined by the 

trypan blue exclusion technique. 

Ctll cuIture 

After centrifbgation at 250 x g for 10 min, cell pellet was resuspended in culture medium. The 

5 2 final ce11 suspension was seeded at a concentration of 2 x 10 celld75 cm culture flask 

(Falcon, Becton Dickinson Inc, Mississaugua, Ontario) previously inoculated with lethally 

irradiated (60 Gy) 3T3 cells (ATCC) at confiuence. These 3T3 cells formed a cellular layer 

acting as substratum in the flash and were used during one week. The culture medium was as 

previously reported (Goulet et al., 1996) and wnsisted of a combination of DMEM with 

Ham's F12 in a 3: 1 proportion (Gibco-BRL, Burlington, OntMo), supplemented with 10 

nglml human epidemal growth factor (EGF, Chiron Corp., Emeryville, CA), 5 @ml 178- 

estradiol, 500 ng/ml progestnone, 24.3 pg/ml denine, 5 pg/d crystallized bovine insulin, 5 

pg/ml human ttansfemn, 2 x 1o09 M 3,3',SS,-triiodo-L-thyfonint (Sigma Chernicalq St huis, 

MO), 0.4 pg/d hydmcortiwne (Caibiochem, La Jollr, CA), 1 0 ' ~ ~  M cholera toxin 

(SchwardMann, Cleveland, OH), 1Ph fetd bovine smm (FBS) (ûibw-BRL), 100 IüM 

penicillin G and 25 pdrd gentarnicin (Sigma). A few coverslips were placed in the culture 

flasks on which cells were allowed to grow and on which immunocytochemical assays for the 

identification of ce11 characteristics were cmied out. Al1 dissociated matecial was designated 

is passage O upon pnmary seeding in culture. Flasks were aamined daily during the first 

walc All cultures warr kept in a humidifid incubator with 5% CO2 at 337 OC. 

Al1 primary cultures w a e  kept in undisturbd conditions, ud the culture medium was first 

changeci at the time of ceIl attachment and s p d h g  wu obsmed. Then, the culture medium 



was changed three times a week. 

Comparative culture was petforn~ed with the same tumor spscirnens and in the same culture 

medium, but in which the 3T3 ceIl layer had been prefixed with methanol at -20°C for 10 

minutes followed by washing with sterile phosphate-buffered saline (PBS). Another parallel 

culture using the same tumor specimens was perfomed using lethally irradiated 3T3 cells 

which were recollected by trypsination, admixed with the enzyme-disaggregated ce11 

suspension, and then seeded in nomial culture flasks (Falcon). 

Maintenance of ctU culture 

Epithelial ceIl colonies finnly attached to the flasks but contaminateci by fibroblasts were 

passed again over lethally and fkeshly irradiated confluent 3T3 cells until the tumor-like 

epithelial cells were purified. In the absence of fibroblast contamination, if epithelial-like cells 

were growing slowly due to significant degeneration of 3T3 cells, subcultuns were peflormed 

in the same conditions. Subcultures were made by exposing the culture to 0.05% trypsin 

(1:300)-0.02% EDTA solution. Purified epithelial-like cells free of fibroblasts were 

subailtured regularly in the absence of imdiated 3T3 ce11 ffader layer. Purified epithelial-like 

cells were also cultwed in Lab-Tek chamber slides (Nunc, NapeMlle, IL) to perfonn 

i mmunocytochemistry midies. 

Morpbdogical esamination 

Al1 epithelial a l l s  grown in the flasks were directly exuni*ned with an inverted microscope 

and phase-contnst microphotognphs wae takm peridically. 

Innuooytochemist y indysu 
Epithelirl cells grown on covenlips or chamk slides wae washed in PBS for 5 minutes, 

fixcd for 15 min at -20°C with cold methanol thm quenched for 5 minutes in 0.3% Hz02 to 

block endogenous paoxidase activity. Mer wrshing with PBS, slides were covered with 

normai ho- m m  duting 20 minutes and incubatd ovembght with each monoclonal 

antibody at 4OC. Aftmards, slides werc rinscd with PBS and exposed for 30 minutes to a 

semndary biotinylated anti-mouse mtibody. After another wash with PBS, slides were 



incubated with the andin-biot in-peroxidase complex (Vector Iabontory, Burlingame, CA) and 

the reaction was revealed with diaminobenzidine @AB). The coverslips and slides were 

finally countedned with Mayer's haemstoxylin for 3 minutes and mounted in permount. 

The antibodies used were the anti-spithelid membrane antigen (EMA) (mAb, E29, Dako, 

Misasissauge, Ontario), anti-human cytokeratin (mAb, CAM 5.2, Becton Dickinson, 

Mississaups. Ontario) detecting cytokeratins 8 anâ 18, anti-vimentin (mAb, V9, Dako) and 

anti-hurnan a-smooth muscle actin (mAb, 1A4, Dako). 

Rmults: 

Settiemtnt and pudication of tumorclilre celb 

In the flasks containing heterogeneous disaggngated cells (HMEC and stromal cells) seeded 

over imdiated 3T3 ce11 layer with supplemented culture medium, epithelial colonies were 

observed within a few days. However, these HMEC often floated as small spheroid clusters 

during the first days and adhered later to the 3T3 ce11 layer. Then the epithelial ce11 clusters 

attached to the surfiice of the culture flask and began to grow as expanding colonies on the 

flask surface (Fig. la & Ib), pushing away the surrounding 3T3 cells and forming an evident 

interface at the periphery with feeder layer cells (Fig. le). This phenomenon was seen in the 

cultures fiom al1 six tumor samples studied. ûenerally, there was a good cellular proliferation 

aspect in the interface of 3T3 cells with epithelial colonies. Typical results are shown in figwe 

1. The fist chmge of culture medium was pafomed when a few epithelial colonies were 

clearly growing over irradiatecl 3113 cells, this took in generai 5 days d e r  seeding. Fibroblast 

attachent was also observeci over imdiated 3T3 cells but the density was minimal and never 

fonned spheroid clusters. This phenomenon ocaimeci genenlly in the cultures with damaged 

cellular Iayer substratum. A completely confluent and intact 3T3 cellular layer was found to be 

very efficient to obtain epithelial a l1  purification. However, old f d e r  Iayer alls, imdiated 

long time before, and unconfluent cellular layer gave rise to fhe spaces fiditating stromal 

fibroblast settlement. 

When dissociatecl a l ls  Born cancer specimea and imdirtcd 3T3 cells wae admixed and 

simultuieously d c â ,  we obsawd dso a good prolifarion of epitheliai colonies in 



response to 3T3 cellular support but with more stromai celle prolifenting well next to 

degenerated 3T3 cells. These tumor-wociated stroma1 fibroblasts competed against epithelial 

cells, edarged their ueas and displad 3T3 cells. Nevertheless, only rare epithelial colonies 

were observeci in the coculture with methanol-prefixed 3T3 cells. Epithelial colonies failed to 

deveiop and they degenerated along with 3T3 cells (Fig. Za). 

Using irradiated 3T3 cells as f i  Iayer, a pure culture of M C ,  fia of fibroblasts, was 

obtained hom six tumor samples f b m  passages two ta six (IIDQ-Pl at passage 4, HDQ-P2 at 

passage 3, KDQ-P3 and HDQ-P4 et passage 6, HDQ-PS and HDQ-P6 at passage 1). 

Al1 six purified tumor-derived HMEC proliferated without further support of feeder layers. 

Serial cultures were obtained in a few passages for each HMEC. Of six purified HMEC lines, 

long terni culture w u  further obtained only in one a l l  line (HDQ-Pl) which neched passage 

1 15 in DMEM supplemented with of FBS, 5 pg/ml insulin and antibiotics. 

Culture morphology 

Polygonal and cuboidal epithelial cells forrned oAen cobblestom patches in the culture flasks 

(Fig. 2b). Domes were ficquently obserwd in these epithelial ce11 patches, there were ofken 

some loose ceIl wlony clusters along the periphety of the epithelial patches (le). HMEC 

usudly formed adherent patches in the culture flask, became compact but rarely reached 

complete confluena. 

Microscopie examination of those purified cells rwealed a typicd epithelill morphology. The 

majority of those punfied tumor-denved HMEC were polygonal and stellate with luge nuclei 

and multiple lobulatd nucleoli (Fig. Zc). Abannt mitotic figures and multinucleate cells were 

cornmon. Some epithelial cells developed intncytoplumic vacuoks in theit perinucleu 

cytoplasm. 

rinmunohistochem&try 

Al1 six cell lines showed a strong and diftùse1y positive immunoreaction for anti-cytokeratin 





epitheliai colonies settied and prolifenting with difticulty, indicating a loss of stroma1 support 

by 3T3 cells. On the contmry, the addition of an imuiiatd but living 3T3 ceIl feedec layer to 

the system provided the best results. h hct, although 3T3 cells were exposed to a radical dose 

60 Gy, their biologicai activities were well retained, while their proliferation capacity was 

much reduced, which favored a better expansion of epitheliai cells. Irradiated 3T3 cells proved 

also efficient to accelerate keratinocyte proliferation (Gran et al, 1979; Rheinwald and 

Green, 1975). 

Rare reports in the literature addressed the influence of using a feeder layer to control 

fibroblast contamination in the selective culture of HMEC fiom primary cancers. In 1975, 

Rheinwald and Green (Rheinwald and Green, 1975) found that irradiated 3T3 cells not oniy 

supported the proliferation of keratinocytes isolated fkom teratornas and human epideds, but 

also controlled fibroblast proliferation. Those haâiatd 3T3 cells maintained theù metabolism 

and kept some biological activities such as contact inhibition (Rheinwald and Green, 1975). In 

our assay, imdiated 3T3 cells blocked more significantly fibroblasts than epithelial cell 

attachent. in fad, we found that fibroblasts are much less adherent than cancer epithelial 

cells over those cellular layer substrata. Our results suggest that this living 3T3 cellular layer 

acted as a dament  barria to himor-associated fibroblasts and that contact inhibitory effect 

may be involved. 

The use of irradiated 3T3 cells as fader layer to isolate HMEC fkom primary breast cancer 

has been reported in only one recent study (Matouskova E et aL, 1998). In this report, which 

was published while we were complding out shidy, 3T3 cells were irradiated to 10 Gy and 

sewed as feedtr layer. Only one tumor sample firom a preoperative biopsy specimen was 

testd. The authon obsmed epithelial colony expansion in the primary cultures. Only two 

epithelid colonies were obscrved itta 10 diys without changing the medium, and the 

epithelid cells becune stationary in the fourth passage. Neverthelem, out study codirmed the 

improvement of epithelial colony expansion by the support of irradiateci 3T3 cells. 

ûtha appmaches aimed at inhibiting the ovalgowth of fibroblasts were reported in the 

literaiun. Those include the use of sdcctive medium (Ethier et d,  1993), a sandwich system 



with nutritional and oxygen gradients (Dairkee et al, 1995), partiai enzymatic degradation 

@airka et al-, 1997) and discontinuous density gradients (Speirs et al., 1998; Sykes $.A et 

al., 1970). Although the stromal overgrowth was Mnimizcd in some repoits with selective 

medium or serurn-âœ medium, contamination of the epithelial fiaction with fibroblasts was 

still apparent in certain cases (Croce et aL, 1998; Dairkee et al., 1997), requiring removal of 

these cells by differential trypinization (Dairkee et al., 1997). The differential centrifugation 

was successtiil at selecting different cell fiaction, but was limited by the dificulty to obtain a 

pure hction and to optimize centrifugation force and time. 

By seeding enzyme-digested ce11 suspension over lethally irradiated 3T3 cells, we were able to 

puri@ HMEC fiom al1 six primary breast tumor. These cells were distinct fiom stromal cells, 

as contirmed by their rnorphology. The imrnunocytochemical analysis also confinned the 

epithelial phenotype such as the positive imrnunocytochemical reaction with anti-human 

keratin 8 & 18 and with anti-human EMA, as well as the absence of a-actin. KûQ-PI cells 

presented weak and focal vimentin staining. Focal expression of vimentin in breast carcinoma 

is mostly reported with high grade neoplasms (Domagala et al., 1990). 

However, unlike established ce11 lines in long terni culture and Our HûQ-Pl ceil line, the 

culhues of HDQ-PZ to W Q P 6  alls could not k immortafid. Although the short-tm 

culture ofHMEC w u  successfùl for each of them, the epithelial cells f?om those five prirnary 

carcinomas were unable to keep proliferating in long tenn culture without m e r  support by 

3T3. It is not clear whether clonal growth of certain cell lines obtained with inadiated 3T3 

cells is dependent on the long-term support of those stromal cells. Cumnt riterature confirms 

the difficulty to obtain long-term culture and establish ncw imrnortalized cell lines fiom 

primary b r u  carcinoma. In a recent report, Amadori et aL (Amadori et al., 1993) have 

estlblished only one ceIl line ffom 136 primary b m s t  carcinomas. In another recent study, 

McCallum & Lowthcr (McCallum and Lowther, 19%) have obtained only ten ceIl lines fkom 

135 primary brcast carcinomas by using defind medium culture ova a 6.5 year pend. The 

dvantage of out method is however the gmta probability of isolating tumor-deI.ived HMEC 

for long-term cuhun since this was achieved in one of 6 cases, which inacascs the chances of 

establishing new b r c ~  cancer ce11 lines. 



In wmmary, out mwh indicate that undiateci 3T3 ce11 fader laya may enhancc HMEC 

fidement and prolifention fkom pcimary breast carcinomas. Furthermore, intact 3T3 cellular 

layer constitutes a barder to tumor-miated stroma1 fibroblast overgrowth. Those results 

suggest that this method is relatively simple and lets laborious than several others, and the 

purificd HMEC can be studied fùrther for 0th- tests such u karyotyping. Furthermore, this 

approach may be combined with 0 t h  selective mcthods. The ability to easily isolate new ceIl 

lines wodd prove most helpful to support certain restarch fields such as thosc related to 

chemosensitivity and stromaVancer ceIl interactions. 
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Table 1. Patients and histological characteristics of tumot samples. 



Figure 1 .  Selective culture of HMEC. 

a: Initial senlement of tumor-like epithelial ce11 colonies (arrow) over irradiated 3T3 cells 

(HDQ-P2, PO, day 6, x200), b: A tumor-like epithelial colony begins to spread and to 

grow over the feeder layer (arrow, HDQ-PS, PO, day 18, x.200). c & d: Examples of 

morphologies of  epithelial colonies over the feeder layer support (HûQ-Pl & HDQ-P3, 

xlûû), e: Expansion of tumor-like epithelial cells pushing 3T3 cells and f oming a 

distinct border, some cancer epithelial clusters are visible at the interface, showing a good 

feeder layer support (HDQ-P6, W. day 26, ~40 ) .  f: Cancer epithelial ce11 islands with 

degenerated 3T3 cells (HDQ-P4, PO, day 19, ~100). 



Figure 2. Seiective culture and morphology of W C .  

a: One epithelial cellular colony over prefmed stroma1 feeder layer cells. No 

evident active proliferation aspect w as observed, b ( x200) & c (~400): 

Cobblestone-like islands composed of polygonal, stellate and cuboidal 

tumor-derived HMEC, d: Positive expression of E MA in purified HMEC 

(x200). 



ÉTABLISSEMENT ET CARA~~ÉRISATION 

D'UNE NOUVELLE LIGNÉE CELLULAIRE 

A PARTIR D'UN CARCINOME MAMMALRE PRIMAIRE 



AVANT-PROPOS, 

Ce chapitre prbsente une nouvelle lignée cancéreuse établie h partir d'un carcinome mammaire 

primaire. La purification avait été effectuée initialement dans le Laboratoire d'organogenése 

expérimentale. et la culture P long terne a la caractérisation ont été effectuées au Centre de 

Recherche en Cancérologie. L'analyse karyotypique a étt réalide par une coopération avec 

l'&pipe du Dr. RCgen Drouin du Centre de Recherche au Pavillon Saint-François d'Assise. La 

Lign6e a éte designée HDQ-Pl signifiant h p r e d r ~  lignée établie dans le Service de 

Pathologie de IS~ôte1-Dieu de Québec. À noter qu'un consentement a ét6 obtenu auprés de la - 
patiente pour utiliser cette tumeur pour fin de recherche. Cet article a 6te accepte pour 

publication dans la revue Cancer Genetics and Cytogenet ics. 



Utilisant la couche nourriciere de cellules 3T3 irradiées pour effectuer une culture sélective de 

cellules épithéliales A partir de carcinomes primaires mammaires, une culture à long terme a 

étt réussie dans un cas parmi six cancers &diCs. La culture à long terme a depassé 115 

passages in vibo et la nouvelle lignte est nommée HDQ-Pl. La caractérisation incluait une 

analyse de la morphologie tout au long de la purification, une Ctude en ultrastructure par 

microscopie Clectronique, le karyotype, l'état de mutation de p53 et l'amplification des 

oncogènes tels que c-myc, c-erbB-2 et c-H-ras. D'autres analyses comprenaient l'expression 

de la tClomérase, le taux des récepteurs hormonwx, la formation de colonies sur culture d'agar 

a des xaiogreffes dans des souris nuednues. Plus spécifiquement, l'expression de la 

transcriptase réverse de la télom6rase (hTRT : human telornerase reverse transcriptase) 

confirme que les cellules HDQ-Pl sont immortalisées et le karyotype confirme la malignité de 

cette lignée cellulaire. De plus, les cellules HDQ-Pl prhsentent une amplification de c-myc et 

une mutation de type tronqué de p53 au niveau de l'acide amine 213 à l'exon 6. Les rCcepteurs 

hormonaux sont ntgatifs pour les œstrogènes a les progestérones. Ces caractères uniques de la 

lignée EIDQ-P 1 feront de cette nouvelle l i g b  mammaire un trCs bon modèle exp6rimental 

pour la recherche sur la biologie du cancer mammaire. 
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Summry 

A new cc11 line, designateci HDQ-Pl, was successfirlly established from a prirnary duaal 

infiltnting mammuy carcinoma by using a 3T3 f d e r  layer 1etMly irradiated to 60 Gy. The 

HDQ-Pl cells have been grown in culture for over 115 passages and have a doubling time of 

60 hrs. Characterization of the ce11 line wss perfonneâ. This included morphology by light and 

transmission electmn microscopy, luryotype, growth rate, telornerase expression, tumor 

antigen expression, xenograft implantation into nude mice, colony formation in soft agar, p53 

sequencing and gene mpy number of c-myc, c-erbB-2 and c-H-ras oncogenes. 

The epithelial nature of this ce11 line was confinned by ultrastructural analysis, expression of 

cytokaatins and epithelial membrane antigen. The HDQ-Pl cells possess an extensively 

reamnged and polyploid karyotype with an average of 20 murrent muker chromosomes. 

Scatchard analysis demonstrated that both prirnary tumor and HDQ-Pl cells were estrogen and 

progestemne receptor negative. The HDQ-Pl cells have the same expression of human 

telornerase reverse transcriptase as other established ce11 lines such as MDA-MB-23 1, SIC-BR- 

3 and MCF-7. Direct DNA sequencing showed a point mutation that yielded to a stop codon at 

the d n o  acid 213 in exon 6 of p53 gene. A 5-fold amplification of c-myc was observed in 

HûQ-Pl cells. No amplification of c-erbB-2 and CIH-ras gents was obsmeâ. This cell line 

presents unique characteristics and may prove to k a good experimental mode1 to investigate 

breast cancer biology. 

Keywords: primary breast cancer, epitheliai cancer ceIl culture 



Intioduction 

Breast cancer is a leading cause of the cancer-relateû deahs in North America and in Europe. 

Cell culture established duectly from patient tumors is an important mode1 for examining and 

manipulating potentidly relevant molecular and cellular processes underlying malignant 

breast diseue. Hence, wellcharactetized cancer ce11 lines are powerfiil research resources for 

studying cancer ceil biology and for the development of new Sttasegies against cancer. 

However, selective culture of neoplastic a l ls  ad then successfhl establishment of new cell 

lines has rmIy been teportcd h m  primary bnast carcinoma (McCallum and Lowther, 1996). 

A major obstacle may be the slow proliferation rate of cancer cells (von Fournier et al., 1980) 

as opposed to the fist overgrowth by turnor-associated stroma1 fibroblasts (Cailleau et al., 

1974; Engel et al, 1978b; Soule et al., 1973; Speus et al., 1998), as well as normal epithelial 

cells (Dairkee et of., 1995). Although rnany efforts have been foaised on the purification of 

epithelial cancer cells in selective culture fkom primruy breast carcinomas (Dairkee et al., 

1995; Ethier et ai., 1993), the majority of breast cancer-derived ce11 lines have been of 

metastatic ongin (Cailleau et al., 1974; Kurebayashi et ai., 1995; Siwek et al., 1998; Smith et 

al., 1987; Zoli et al., 1997). 

By using lethally irradiated but metabolidly active 3T3 cells cocultured as feeder layer in the 

cancer ce11 selective culture with pnmuy brcast unca, we have recently established a new 

ceIl Iine, designatd HDQ-Pl, fiom a primary ductal infiltnting breast carcinoma. The present 

report describes the establishment and characterhation of th*s new breast cancer ceIl line. 

Mattriala and metbods 

ClinicaI liadings 

HDQ-Pl a l 1  line was obtlined from a primary brcast aucinomi of a 50-yearald woman who 

undment radical masteztomy in November 1995 for a G3, estmgen (ER) and progesterone 

PgR) n a p o r  negative, infiltnting ductai carcinoma of the breast. Metaststic involvement 

wu present in 6 of 16 awnined axillary lyrnph nodes. No distant metastase was detected. The 

patient wu still dive without nnincnce 3 ycln .tta the diagnosis. 



Specimen duaocttioo 

Fresh sterile tissue of the primary breast tumor wos obtained immediately after surgical 

r d o n  (twnorectomy). Tumor diagnosis was confirmecl by routine histopathological 

examination. The tissue specimen was then trimmed and p l a d  in Dulbecco modifieci Eagle's 

medium (DMEM) (Gibw-BRL, Burlington, Canada), with antibiotics at 4T. Then, the tissue 

specimen was mincd with crossed surgical blades into about 1 mm cubes and then digested 

with collageme (0.14%) at 3t°C ovemight with shaling. The single-ce11 suspension was 

obtained and the ce11 viability was determined by the trypan blue exclusion technique. 

Cd1 culture 

M e t  centrifugation at 250 x g for 10 Mn, the ce11 pellet was resuspended in culture medium. 

5 2 The final ce11 suspension was seeded at a concentration of 2 x 10 celld75 cm culture flask 

(Falcon, Becton Dickinson Inc, Franklin Lalces, NJ) previously covered with confluent and 

lethally irradiateâ (60 Gy) 3133 cells (ATCC) a confluence. These 3T3 cells f o d  a cellular 

layer as substrats in the flasks and were used no more than one week after the irradiation. nie 

culture medium consisted of a combination of DMEM with Hom's FI2 in a 3:i proportion 

(Gibco-BRL), wpplemented with 10 ng/ml human epidermal growth factor (EGF, Chiron 

Corp., Emeryville, CA), 5 nghi 17-B-estradiol, 500 nglml progestemne, 24.3 pg/ml adenine, 

5 pg/d crystailized bovine insulin, 5 pg/ml human truisfemn, 2 x 1oW9 M 3,3',S9,-üiiodo-L- 

thyronine (Sigma Chernicols, St Louis, MO, USA), 0.4 pg/nû hydrocortisone (Cdbiochem, La 

Jollq CA, USA), 1 0 - l ~  M cholera toxin (SchwadMann, Cleveland, OH, USA), 1W fetal 

calf semm (FCS), 100 Iülml penicillin G and 25 )ig/mî gentamicin. A few coverslips w m  

p l a d  in the culture flcisks in order to csrry out immunocytochemical assays for the 

identification of ceIl chatacteristics. Al1 dissociatd material ww desigmted as passage O upon 

primuy seeding in culture. Flasks were sxamined d d y  during the fi+ week. Al1 cultures 

were kept in a humidified inaibator with 5% CO2 at 37OC. 

Culture medium was fbst changed at the time of d l  aüachment and sprcading w u  observed. 

Then, the cuiaite m d u m  w changai tîuœ times r wesk. 



Miintenmce of cdl culture 

Tumor-like ce11 colonies firmly attached to the flasks but contaminami with fibroblasts were 

passed again over lethally and fieshly irradiated confluent 313 cells until the tumor-like 

epithelial cells were purified. In absence of fibroblost contamination, if epithelial-like cells 

were growing slowly due to significant degenention of 3T3 alls, subcultum were performed 

under the same conditions. Subcultures were mule by exposing the culture to a 0.05% ttypsin 

(1:300)-0.02% EDTA solution. Purificd cpitheliai-like cells h.ee of fibroblasts were 

subcuitwed regulariy in absence of irradiated 313 cell feder layu. 

In order to test the dependence of cancer cells on hormones and some growth factors, cells 

were cultured not only with the above highly supplied growth medium, but also simply with 

DMEM plus 1W FCS, 100 IUfrnl penicillin G and 25 pg/ml gentarnicin. 

Source of othtr ceil8 

The normal okin fibroblasts (NSF) were obtained from reduction mammoplasties. The 

fibroblast line F9846 was purified fiom primary breast cancers. Some other malignant cells 

used in the study were MDA-Mû-23 1, SK-BR-3, MCF-7 and BT-20 (ATCC). Al1 cells were 

grown in DMEM with penicillin, streptomycin and lm FCS in a humidifieci incubator with 

5% CO;! at 37OC. 

Morphological triminrition 

Al1 tumor-like epithelial cells grown in the Basks wac duectly examined with an inverted 

microscope and phase-wntnst microphotographs were takcn paiodically. 

Ultrastmcture of cella was perforrneâ by transmission electmn microscopy. The cell pellets 

wae fixai in 3% glutaraidehyde and pordixcd in osmium tetroxide. Thin sections wae 

counterstained with u ~ y l  m a t e  and lead citrate The sections were examined with r JEM 

12ûûEX electron microscope (JEûL Industries, Tokyo, Tapan). 

Immunocytocbem&try inilyscr 

Tumor-like cells gmwn on coverslips wen washed in phosphte-buffed saline (PBS) for 5 



minutes, fixd for 15 min at -20°C with cold rnethanol, then quenched for 5 minutes in 0.3% 

Hz02 to block endogenous peroxidw activity. M e r  washing with PBS, slides were covered 

with normal horse serum during 20 minutes and incubated ovemight with each monoclonal 

antibody at 4OC. Afterwards, slides were rinsed with PBS and exposed for 30 minutes to a 

seconduy biotinylated anti-mouse antibody. AAa another wash with PBS, slides were 

incubated with the andin-biotin-peroxidase cornplex (Vector laboratocy, Burlingame, CA) and 

the reaction was revealeâ with diaminobenzidine @AB). The coverslips and slides were 

finally counterstained with Mayer's haematoxylin for 3 minutes and mounted in pennount. 

Monoclonal antibodies used for epithelial markers were the anti-epithelial membrane antigen 

(EMA) @&O, Misssissauga, Ontario, Canada) and anti-human cytokeratins including CAM 

5.2 (Bedon Dickinson, Mississaugua, Ontario) detecting cytokeratins 8 and 18; 34PE12 

(Dako) detecting cytokeratins 1, 5, 10 and 14; anti-cytokeratin 7 @&O) and anti-cytokeratin 

20 (Dako). 0 t h  antibodies used were anti-vimentin @&O), anti-human a-srnooth muscle 

actin -0). Besides immunoreaction with anti-EMA and anti-human cytokeratin monoclonal 

antibodies, the ce11 line HDQ-Pl has been tested with anti-cathepsin D (Ab-1, Oncogene 

Rescuch Products, Cambridge, MA), anti-p53 (PAb 1801, Oncogene), anti-HER-2 (CD 1 1, 

Signet Laùs Dedham, Miss) and anti-human cucinoembryonic antigen (CEA) (Dako). 

Gmwth kinttics 

The doubiing time of the HJ3Q-Pl ce11 population at passage 9 and passage 88 in viho was 

5 determined by counting the ceIl number at regular intervals. On day 0, 10 viable tumor-like 

d l s  were seeded in tripliate in each of 6-well plates (Nunc, Nape~iie, L) .)th different 

culture medium. Cells were counted in tripliate with a haemocytometer. The p w t h  curve 

was plotied and the doubling time wm calculated 6om regression equation ofthe curve. 

Estmgen and pmgateront mepton 
7 A cytosolic exûact was obuind âom cell pellet (3 x 10 ) of HDQ-P 1 cclls at passage 1 1 

cultuteci with the medium containkg estradio1 and progestaone ~d also at passage 75 

culnûed without neitha 17-B#tndiol nor pmgestctone. Cytosolic levels of estrogen and 



progertesom napton @R, PgR) were mcasurcd by column chromatography on 

hydroxyiapatite as nported (B61angu et al., 1985). Results wen reporied in femtomoles per 

mg of protein and were defined as positive if there wu > 10 femtomoles mgœ1 of protein. 

Positive and negative cytosolic materials were analyzed at the same time for quality control. 

The results were comparecl with those obtained with original biopsy specimens. 

MUC1 indy& by Western blot 

The cclls in culture wcre washed mice with icscold PBS, and the proteins were extracted 

with iysis buffa (150 mM NaCI, 1.W NP-40, 0.5% deoxycholic acid, 0.1% sodium 

dodecylsulfate and 50 rnM Tris pH 8.0) for 1 h at 4 O C .  The supematants were centrifiiged at 

l0,Oûû x g for 30 min at 4 O C  and the quantity of the protein was measured using DC Protein 

Assay kit (Bio-Rad, Mississauga, Ontario). Twenty-five pg of each protein extract were 

heated with P-mercaptoethanol, separated by electrophoresis in a 7.5% polyacrylamide gel and 

then transfmed to nitrocellulose membrane (Amersham Pharmacia Biotech, Baie d'UrfC. 

Quebec). The membrane was blocked wîth 2% BSA for 1 h, incubateci at room temperature 

for 2 hrs in Tris-buffered saline (TBS) containing anti-EMA rnAb (2 pg/ml, Dako), washed 

and finally incubateâ with peroxidase-wnjugated goat anti-mouse polyclonai antibody 

(Jackson Imrnunoresearch, West Grove, Pennsy lvania). Mer washes, ant ibod y binding was 

detected by cherniluminescence (RenaissanceR, NEN Life Science Produds, Boston, MA). 

Mer that, the membrane was deproôed and reblockeû as above. The membrane was then 

treatd ovanight at 37 OC with 10 mU/ml V. cholerase siaiidase (Boehringer Mannheim, 

Laval, Quebec) in 50 mM sodium acetate pH 5.5,4 mM calcium chloride and 1 m g h l  BSA, 

and probed with anti-EMA as previously. 

Conventionrl cytogtnetkr 

Cdls fkom passage 8, 24, 32 and 60 at the arponenthl phase of growth were arrcstcd by 

adding 0.04 pg/ml colcemid for 2 to 4 hours and incubatd at37OC. The a l l s  were detached 

with trypdn (0.25%) and pdleted by centrifiigation at 2OOO rpm for 7 minutes. Hypotonie 

treasmcnt was perfonned in 0.075 M KCI at 37OC for 15 min. The a l l s  were thcn fixed t h  

times in fieshly prepared icocoM fixative (3 part methanoVI part glaciai acetic =id) for 15 



min each (Drouin et al., 1988). A few drops of the cdls rasuspended in fresh fixative were 

dropped ont0 glus slides in a humidity and temperature controlled chunber (Thennotron 

Industries, Holland, Michigan) at 36% hurnidity and temperature of 2S°C. The slides were 

allowed to air dry for &out 2 to 3 days before paforming GTG-banding (G-band using 

-sin and Giemsa stahing) (Drouin et al., 1988). GTG banding was produced by treating the 

slides with 1% fiesh trypsin in NaCl O.% for 20 to 60 seconds and staining with 4% Giemsa 

~ l e c o )  for 5 minutes (Drouin et al., 1988). Chromosomes of a total of 289 mitoses were 

counted afker GTG-banding and 6 metaphases were karyotyped. 

Molecular cytogenetiu 

The following probes were used: Digoxigenin-labeled coatawme 1, 6, 7, 16, 18 and 19 total 

chromosome probes (Oncor, Gaithersburg, MD) and biotinylated p53 DNA probe (Oncor). 

The slides were soaked in 2 x SSC (0.15 M NaCl, 0.01 5 M sodium citrate) pH 7 at 37OC for 1 

hour and dehydrated in a 70./d8W1ûû?/o ethanol series. Just prior to hybridization the 

chromosome prepmtion was denatured in 7û% (voVvol) formarnidd2 x SSC pH 7, for 90 sec 

at 70°C and then dehydrated at 4OC. The hybridization mixture (total volume of 10 pl 

containing the specific probe) was then denatured at 70°C for 10 min. Following denaturation, 

the coatmme probes were incubated for 2 hours at 37OC and then added on the slides. A 

cover slip wu then placed and the slides incubated ovemight (16 hours) in a humidified 

chunber at 37OC. They wcre then washed at 43'C as foilows: once using 50% fommide in 2 

x SSC for 10 min and once in 2 x SSC for 10 min. Finally, they were washed twice in PBD 

(Oncor, Cat+#S 1370-7) for 5 min at m m  temperature. 

Sites of hybridization were visualized by indirect immunofluorescence. Fust, 100 pl of a 150 

dilution of mouse monoclonal antidigoxigenin antibody Poehringer Mannheim) for 

coatasomt detadion and of rabbit antibiotin antibody (Enzo diagnostic Inc., New York, NY) 

for pS3 d a d o n  wue aâded onto the slides, followtd by incuôation in a humidified chamber 

a 37OC for 45 min; slides were washed twice for 5 min in PBD at m m  temperature. A second 

incubation wu curied out for 30 min at 37OC with 100 CI of a 150 dilution of 

digoiùgeninyiated shœp antirnouse IgG @ a i b i n ~ u  Mànnheim) and of biotinylated goat 

antirabbit IgG ( V e ~ r  LaborrtoMs), folIowed by two washes. Slides were then incubatd for 



30 min at 37OC with 100 pl of a 1:100 dilution of shap anti-digoxigenin-rhodamine Fab 

froements (Baihinga Mannheim) and of streptavicünaFITC (Fluorescein Isothiocyanate 

conjugate, Gibco-BRL). followed by two washes. The slides were soaked in PBS for 1 min 

and then stained with DAPI II (Vysis, 125 nghl)  for 5 min at room temperature. Al1 the 

pictures were taken fiom an Olympus BX60 with an image analysis system using a black & 

white digital m e n  (IMACÇCD 930) wupled with the Mctasystems à silu imaging system 

(ISIS 2) software version 2.5. Separate filter sets were used to view hybridization signals or 

ctiromosornes, and the images were rnerged using the image analysis system. 

Anilyrir of DNA ploidy and ceU cycle 

Cells were obtained Born ce11 suspensions. They were pelleted by centrifugation, resuspended 

in 1 ml of 0.1% solution of sodium citrate oontaining 0.02 mg/ml RNAse, 0.3% NP-40, 0.05 

mglmi pmpidium iodide and incubated for 30 min in the dark at 4OC. Human tonsil tissue 

stained under the same conditions was used as an extemal diploid standard. DNA analysis was 

performed on an EPICS EWTE ESP flow cytometer (Coulter). Up to 10,000 HDQ-PI cells 

were measured for their DNA content by their relative PI fluorescence. The etnittecl 

fluorescence was processed with multiparameter data acquisition and display system to give a 

single-puamder h i s t o p .  In a normal sarnple, a diploid peak appean on the histogram at 

the same channel as with the standard tonsil peak. Any aneuploid ce11 population would 

appear as displaced either to the right (hyperdiploid) or to the lefi (hypodiploid) of the 

standard diploid peak (WGI cells) channel. The DNA index (DI) is dctennined by dividing 

the GûIG1 pedc channel of the sample by the W/GI peak channel of the tonsil diploid cells. 

Anchorage independent growth 

The lility of anchorage independent growth of the punfied cancer epithelial cells wss 

determineci by the formation of colonies in soft agar at passage 10 and at passage 20. Single 

5 d l  suspension containing 10 ceUd3S-mm petri dish was dispersed in a solution containing 

0.3% bacto-agar @ifco Laborstories, Detroit, Michigan) in epithelial culture medium 

describai above. This was layaed over a 0.6% bactougar solution in DMEM-Hm's F12 

(3:l) supplmicnted with lm FCS urd antibiotics. Disher wae incubatcd a 37OC and fed 

biwœkîy with cpidielial ce11 culture medium Fomution of colonies was determined by 



inverteci microscopy aAa 2 and 4 week pst-seeding. 

Tumorigtnicity in nudt mice 

6 7 Tumor-like cells were injected with 3.5 x 10 and 1 x 10 cells in 0.2 ml culture medium into 6 

to 7 week-old CD1 -nu/nu female nude mice (CMes River Canada hc., St-Constant, Quebec) 

at passages 11, 16, 50 and 100. Each nude mouse was subcutaneously injected in fianks. Mice 

were observed weekly and were kept for two months. 

RT-PCR rnaiysir of huain tdoatrase reverse trinscriptuc (LTERT) 

The isolation of RNA was pefiormed according to Chornczynski and Sacchi (1987). RT-PCR 

was pafomed as desaibed previously with some modification (Wang et al., 1997). Briefly, 1 

pg of total RNA purified fiom HûQ-Pl ce11 lysates was used in the reaction of RT. PCR 

amplification was carried out in 20 mM Tns-HCl pH 8.3, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCI2, 200 

dNTP, 1.5 pM of each primer containhg 1 unit of Taq DNA polymerase (Gibco-BRL) 

and % of the reverse transcription mix in a final volume of 25 pl. bTERT mRNA was 

amplified using the primer pair 5'-CGGAAGAGTGTCTGGAWAA-3' (sense strand) and 5'- 

GGATGAAGCGGAGTCTGGA-3 ' (rntisense strand) which y ields a 1 S b p  produa. 

Following an initial denaturation at 94OC for 5 minutes, the reaction conditions were 30 cycles 

of denaturation at 94OC for 30 s, annealing at 60°C for 30 s, and extention at 7Z°C for 45 s, 

with a final extention time of 10 minutes at 7Z°C. PCR was carricd out in a GeneAmp PCR 

system 9600 (Perkin-Elmer/Cetus, Norwslk, USA). PCR products were sepmed on 6% 

polyacrylamide gels and stained with nhidium bromide. Concomitant amplification, but in the 

separate tub#. of p - d n  was used as internai control with the primers 5'- 

CGTOGAC ATCCGCAAAGAC-3 ' and 5'-CTCGGCCACATTGTGAACT-3 ' (Johnson et al., 

1996). PCR using these primers yields a 484-bp product. The RNA fkom cell lines MDA-MB- 

231, SK-BR4 and MCF-7 was used as positive control and the RNA Born normal human 

mammary fibr~blasts as negative control. 

DNA icqutnciag far u d y s i r  of mutation in pS3 

Hi@ moleculu gcnomic DNA &om IIDQ-PI œlls was obtained as citcd above The genomic 

DNA w u  amplified by two consecutive rounds of PCR using the p53 @fit primen. Fint 



round of amplification was carried out with 100 ng genomic DNA in a 100 pi reaction 

containhg 50 m M  KCI, 10 mM Tris-HCl (pH 8.3)' 1.5 rnM MgCla. 200 pM aNTPs, 50 pmol 

of each primer and 2.5 units of Taq DNA polymecase (Gibco-BRL). Mer 94OC for 5 min, the 

r d o n  mUmins were subjected to 40 cycles of amplification in GeneAmp PCR system 9600 

(Perkin-Elmer Cetus). where each cycle wnsisted of 94°C for 30s' 5S°C for 30s and 72°C for 

60s. The l u t  cycle was followed by a final elongation at 72OC for 10 min. Negative controls 

wntaining no template DNA were included. For the second round of amplification, 1 pl of the 

fnst PCR reaction w u  used and amplification carrieci out uriing 10 pmol of prïmers. Reaction 

conditions were same as above. Afta verifcation by eletrophoresis in the 6% polyacrylamide 

gel, the amplified DNA w u  then purified with Qirquick PCR purification kit (Qiagen, 

Mississuigr, Ontario) and quenced using specific primas on an automatic sequencer (AB1 

373A Strech). A duplicate preparation of genornic DNA h m  HDQPl cells was used for 

duplicate PCR and sequencing analyds. 

Following prima sets were chosen based on the gene sequena (Buchman et al., 1988) and 

used for the amplification of p53 gene: Set 1 for the first round amplification of aon 5-6: 5'- 

AGGAGGTGCTTACACATGTTTGT-3 ' ( ~ e n ~ e :  1295 1-12973) and 5- 

'GGTTATAGGGAGGTCAAATAAGC-3 ' (antisense: 13 546-1 3 524) resulting a @ment of 

596 bp; Set II for the second round amplification of exon 5-61 5'- 

TCACTTGTGCCCTGACTTTCAACT-3' (saise: 13008-1303 1) and 5'- 

AGGTCAAATAAGCAGCAGGAGAA-3 ' (antisenss: 13 536-1 3 5 14) resulting a -ment of 

592 bp; S a  m: Y-GCGCACTGGCCTCATC'M'GG-3' (sense: 13692-1398 1) and 5'- 

GTGCTAGGAAAGAGGCMGGM-3' (antimw: 1468344662) for fkst and dso second 

round amplifications of exon 7-8 rcsulting a m e n t  of 722 bp. Primsn usai for the 

sequtncing of exon 5 4  were 5'-TCACTTGTGCCCTGACTITCAACT-3' (sense: 13008- 

1303 1) and AGGTCAAATMGCAGCAGGAGAA (antisense: 13 536-1 35 14). Rimas used 

for sequencing of exon 7-8 wac respectivcly 5'-ûTCCTGCTTGClTACCTCGCTT-3B 

(uitiaense: 1 MO3- 14582). S'GTGCTAGGAAAGAGGCAAGGAA-3 ' (antisense: 14683 - 
14662) md 5'- GCGCACTGGCCTCATCTI:GG-3' 13962-13981). 





floted as s d l  sphaoid clusters during the fint days and a d h d  later to the 3T3 cell layer. 

Tumor-lüre epithelial colonies were then observed, pushing away the sunounding 3T3 cells 

and then began to gmw as expanding colonies on the flask suihce (Fig. la). The first change 

of culture medium was perfonned when a few epitheliai colonies were clearly growing 

betwan irradiated 3T3 cells, this took about 5 days after seeâing. Fibroblast attachent was 

also o b m e d  over imdiated 3 ï 3  cells but the density wu minimal and never fomed 

spheroid clusters, neither colonies. Using irradiated 313 cells as feeder layer, a pure culture of 

cancer epithelial cells f k e  of fibrublasts was obtrllned in passage 5 for FDQ-Pl cells (Fig. Ib). 

Mo rphoiogicd eumination 

Morphological examination demonstrateci a typid epitheliai morphology for those purified 

tumor-like epithelial cells. The turnor-like epithelial colonies were made of polygonal cells 

(Fig. lb, Ic & le). The nuclei were large, pleomorphic and lobulated with prominent nucleoli. 

Abnormal mitotic figures and mulinucleate cells were comrnon. The nuclear-cytoplasmic ratio 

was high. At the u l t ~ ~ ~ c t u r e  level, HDQ-P 1 cells were polygonal and attached to each other 

with tight junctions and desmosomes. Abundant microvilli were present at the apical border. 

Moreover, intercellular lumina with protniding microvilli and bundles of tonofilaments were 

dso obseweâ (Fig. 2). 

Immuaoqtochemùtry 

HDQ-Pl cells showed o strong and diffisely positive immunoreaction with anti-EMq anti- 

cytokeraîîn CAM 5.2 (Fig. If), anti-cytokerotin 7 and anti-keratin 34PE12. However, the 

immunoreaction w u  negative with anticytokeratin 20 and antia-adn. Anti-vimentin reaction 

was w d y  and f d l y  positive. A fmr cells expressed cathepsin D. There was a lack of p53 

accumulation and of c-erbB-2 overexpression. Sirnilar findings were observed on the tissue 

section of the tumor. 

Cd1 gmwtb in d8W and Gmwth kinetiu 

In the eulier style of culture, the cells proüf~~~ited as adbaent patches in the culture flask 

Big. lb). In long tam culture, FDQ-P 1 cdls prolifente in monolayer (Fig. 1 c) and can reach 

complete confluence. The effect ofdiffctent nuüients ad growth fiictors added to the culture 



medium wu puticululy evident in the early stage cultures of HDQ-P 1 cells. HDQ-P 1 cells 

did not prolifente well in DMEM suppiemented with lû?h FCS only. With highiy growth 

factor-cnriched medium. HûQ-Pl ceIl prolifdon wrs improved. The growth cums are 

showed in Fipure 3. The doubling time of -Pl a l ls  in vitro 8t p m g e  9 was 12 1 hours 

(-5 days) for the culture with enricheci medium. Recent cultures showed that HûQP1 cells 

gmw well with DMEM supplemented only by 1W FCS and insulin (5 pghl), without further 

need of the highly eMched medium desciibed above. Figure 3b shows the p w t h  rate of 

HDQ-Pl at passage 88, the doubling time reached 60 hrs. 

Eatrogtm and proguterone neepton 

Analysis by colurnn chmmatognphy on hydroxylapatite showed cytoaolic b e l  of estmgen 

and progestemne reccptors of 45 mJmg and 18 fm/mg rtspectively for HDQ-Pl cells at 

passage 1 1 when the cells were cultured with 17-0-estradio! and progesterone. Those receptor 

levels fell to 1 Wmg for estrogen receptor and 7 f d m g  for progestemne receptor level 

without fùrther 17-0-estradiol and progestemne in culture medium. The same method was 

used to analyze the estrosen and progesterone receptor level in the original turnor and the 

estrogen rcceptor level w u  9 Wmg and progesterone rcccptor level was 3 Wmg. 

Western blot Aadygu 

Western analysis indicltes the presence of MUCl in the HDQ-Pl cells, as detected with the 

anti-EMA mAb. Treating the membrane with Vibrio cholene sididase rwlted in an increase 

in intensity of the anti-EMA signai of HDQ-PI and BT-20, whereas the signal wu barely 

&êcted in the other amples (Fig. 4). 

cytogenetkr 

Chromosome counting of 289 metaphases fiom passage 8,24,32 and 60 revealed that 1W/o 

of epithelial cancer cells haâ a polyploid karyotype. The distribution of chromosome number 

illushilted in Figure 5 shows, for each passage, a perlr in the hypotriploid range and a second 

peak in the hypapentaploid range. 

C y t o g d c  d y s i s  of -Pl alls showed an atmsively nrmnged loryotype. In 



particulu, on the average 20 (vuying fkom 14 to 29) recurrent markcr chromosomes 

(unidentifieci ongin) were obsemd in dicerat metaphases. Figure 6 illustrates a 

representative hyperpcntaploïd lcaqotype of an HDQ-Pl ce11 fiom passage 60. In general, 

chromosome 6 and chromosome 10 wae found in three copie, in hypotriploid cells and in €ive 

copies in hypefpentaploid cells. Also, chromosomes X, 13, 16, 18 and 20 were the most 

fkequently underrepresented chromosomes in hypotriploid cells (O to 1 copy of these 

chromosomes), as well as in hyperpentaploid cells (1 to 2 copies of these chromosomes). The 

chromosomes most frequently involved in stnicnual reanangements were chromosomes 1, 7 

and 19. Translocations involving chromosome 1 in breast cancer ceIl line have been obsaved 

by others (Meltzer et al., 199 1). 

T h  nsults were fùrther investigated by PlSH (fluorescence in silu hybridization). 

Chromosome specific composite DNA probes (watasome probes) were used to specifically 

paint chromosomes. Parts of metaphases showing chromosome painting using different 

coatasome probes are illustnted in Figure 7. Interestingly, we found that chromosomes 16 and 

18, finquently underrepiesenteci in their normal copies, were involved in multiple 

chromosomal rearrangcments (insertion, translacrtion, etc..) leading to marker chromosomes. 

This can be visualized in figure 76 md 7e where hybndiution signais partially paint several 

chromosomes. Also, we contirmed the highiy reamnged States of chromosomes 1, 7 and 19 

(Fig. 74 c and t). Hybridization of coatasome 6 shows tht  chromosome 6 is pnsent in t h e  

or five normal copies (Fig 7b). Finally, FISH studies revcaled the presence of 6 to 9 copia of 

p53 gene in most of the HDQ-Pl cells (green spots in Figure 7a). 

DNA inaîysb 

DNA anaiysis of the HDQ-Pl eclls revealed a complete aneuploid ce11 population @NA 

index=l,39). DNA ploidy pdorrned on the original tumot showed a DNA index of 1,58. This 

is consistent with the cytogaietic findings. 

Anchom~e independtace growth 

-Pl cells were capable of growing in soft agar culture with more than 50 alls per colony. 

Reprcscntative resultr am shown in the Figure Id. 



7 Sub-cutaneous injections of up to 1 x 10 viable HDQ-Pl cells of four different passages into 

nude mice have not resulted in tumor development after 8 weeks. Although tumor-like 

formations were obsewexi, these pseudo-tumoral formations diarppeareû with time. 

hTERT mRNA upmsion 

RT-PCR revealed that HDQPI cells expressed hTERT mRNA, as other established breast 

cancer ceIl lines such as MDA-MB-23 1, SK-BR-3 and MCF-7 (Fig. 8), while no expression of 

hTERT was found in normal skin and F9846 fibroblasts. 

PS3 squencing 

DNA sequencing of p53 exons 5-8 was caded out and one point mutation was identified in 

acon 6 at codon 213 as a stop codon (CGA- TGA). The result was contirmeci by the 

sequencing fiom both sense and antisense and by duplicate sequencing with a duplicate 

genomic DNA preparation. 

Gent copy number 

GenoMc D N h  extracteci fkom HDQ-PI cells was digested with either EwRI, Sac1 or 

BamHI, and hybridized by the Southern blotting technique with different probes homologous 

to cellular pmtooncogenes c-myc, c-erb-B2 and c-H-m. The copy number of c-myc in HDQ- 

Pl cells was i n d  -5 fold compared to that in NSF. No significant increase in gene 

number was observeci for c-erbB-2 and C-H-ras (Pig. 9). After the digestion with BamHl, a 

rearrangement of c-H-ras was observed in HDQ-Pl cells (Fig. 9). 

Dbcursion 

Cd1 lines h m  primary bmst carcinomas are unong the most difliaiit to estaôlish in tumor 

tissue culture (McCallum and Lowther, 1996). Several methods have been designed to obtain 

long tenn culture. The use of stromd ceUs u fécda layen to culture h u m  mammuy 

epitheliai ccllr wrr fint nported by Taylor-P@unitiiou et al. uaylor-Papadimitriou et alm, 

1977). In theù study, mitomycin-trutcd mouse fibrobîm have becn shown to crihancc initial 



attachment and the growth of mamrnary epithelial cslls in human milk. Later, Smith et al. 

have shown that ultraviolet-irradiateci fibroblasts yielded higher plating eniciency for bresst 

epithelial clones (Smith et al., 1981). Imdiated fibroblasts w m  also found to provide good 

stroma1 support. Lethally irradiated transfomieci fibroblasts cwld shorten the latency period 

and increase the rate of human tumor growth in viw (Camps et al., 1990) and irradiated 

marrow stromal cells wuld stimulate the growth of human tumor cells, including mamrnary 

carcinoma (Strobel et al., 1989). In 1975, Rheinwdd and Green (Rheinwald and Green, 1975) 

found that lethally irradiated 3'M cdls could not only support serial proliferation of  

keratinocyte lines of teratomatous origin end human epidermal cells but wuld also contml 

fibroblast proliferation. The use of irradiated 3T3 cells as feeder layer for ce11 lines established 

fiom primary breast cancer has never been reported. By seeding an enzyme-digested ce11 

suspension over lethally irradiated 3T3 cells, we have isolated epithelial cancer cells frorn six 

primary breast cancers (data no shown) and obtained long term culture of one of them 

designated as HDQ-Pl. Although letholly irradiated to 60 Gys these 3T3 cells retained their 

metabolism, and maintaineci eome biological activities such as contact inhibitory effect over 

tumor-deriveâ fibroblast overgrowth (Rheinwdd and Green, 1975) and the potential to 

accelerate human tumor cell growth, as observecl with keraîinocyte cultures (Green et al., 

1979; Rheinwdd and Green, 1975). 

The ceIl line, -Pl, has been cultwed up to passage 11 5 and stored fiozen. The epithelial 

phenotype of EIDQ-Pl cells was checlced regularly and has been confimed because of its 

morphological appearancc in monolayer culture, its ultrastructural futures and the expression 

of epithelial marken. The ultrastructurai featutes genemlly accepted u specific traits of 

epithe1i.l cells (Buetuing and Hackett, 1974) wae faund in HDQ-Pl cells, such as tight 

junctions, dumosomss and abundant microvilli on the ce11 border. nie imrnunocytochemical 

d y s i s  confinneci dao the epithelid phenotype such as the positive immunocytochemical 

reaction 6 t h  anti-human kentins 8 and 18, and with anti-human EMA. u wtll as the absence 

of a-adno High expression of type II neutral-to-basic human cytokeratins 7 and 8 in HDQ-Pl 

cells is typid for cells of ductai epitheliai origin. Indœd, the expression of cytokerath 7 is 

rcsbictcd to ductal uid cutain glandulu epithtlia (Moll, 1994). We found thrt HDQ-Pl cdls 

present weak and foal vimtntin staining, a -or urociated with higher grade mrlignancy 



The elements contiming the neoplastic nature of IIDQ-Pl ce11 line were its karyotypic 

abnodities, positivity for cytokeratins 8 and 18 and gene aônormalities. The clona1 growth 

in semisolid agar media and cancer d l  morphology support dao the neoplastic aspect. 

However, no tumor could grow in nude mice. It is well known that bresst cancer ce11 lines 

subcutaneously injected into the fia& in nude mice tend to be less tumorigenic and less 

metastatic thYi other cd! lines daived from pulmonary, r d  and colon carcinomas (Prim et 

d, 1990). In fact, a Iack of tumorigenicity in nude rnice has ben reported in a few other al1 

lines, such as the Hs578T line (Hackett et al., 1977). Cettain factors such as a need for high 

level of hormonal stimulation influence the tumor formation in nude mice. Indeed, HDQ-PI 

cells were culturecl with 17-8-estradiol and progesterone. Another possibility is that the 

tumorigenic potential of the ce11 line HDQ-Pl is marginal. which could be tested by 

inoculation in vivo with fibroblasts (Camps et ai., 1990; Noel et al., 1998) or with other 

support material such as Matrigel (Noel et ai., 1992). 

The HDQ-PI cdls displayed an eneupoid karyotype and a high modal chromosome number. 

This contirms the neoplastic nature of HDQ-PI ceil line. In fact, aneuploidy is fiequently 

observeci in breast cancers, but not in normai or reactive megothelid cells, and has been 

reported to be a market of poor prognosis (Toüdcanen et ai., 1989). Little is known about the 

cytogenetic faturcs of breast cancer. No characteristic abnormalities have been reported, but 

other investigators showed that the chromosome 6 w u  the most itequently gained 

chromosome (McCallum and Lowther, 1996) and that chromosome 1 was the most fiequently 

involved in srnichiral rearrangements (Amadon et al., 1993; McCallum and Lowther, 1996). 

Arnong the possible rasons for such limited data are technical difficulties and fiequent 

widtnce of a luge number of rearrangcmentr. The cytogenetic anaiysis of HDQ-Pl cells 

showcd a staôle but extensively reananged hyperploid karyotype. 

The chromosome abnodities, not only confim the malignuit state of the ceIl line, but also 

are lkely to be similu to the aberrations found in the breast carcinoma nom which the a l 1  

line HDQ-PI was dsrived. Inde4 the sune kuyotype abnoditics nmained fiom passage 8 



to 60. Since the initiai chromosome a h t i o n s  am likely conserved during the culture of the 

epithelial cancer cells, this procedure to proâuct ce11 lines from breast cucinoma might be 

very helpful to identify chromosume abnormalities in breast wcinoma. 

Activation and stabilization of telornerases are repuid for cellular immortality and 

onwgenesis (Greider, 1998). ûfthe three subunits fonning the telomerase complex (hTR, TPl 

and hTERT), the expression of hTERT but not that of hTR or that of TP 1 was significantly 

correiated with telomerase activity (Tokaiaire et al., 1998). Expression of hTERT is observed 

at higher levels in cancer ceIl lines and malignant tumor tissues (Nakayama et al., 1998; 

Takakura el ai!, 1998). The level of expression of hTERT mRNA in HDQ-P 1 cells was 

comparable to other established breast cancer ceIl lines such as MDA-MB-23 1, SK-BR-3 and 

MCF-7, confirming thrt HDQ-Pl cells are immortaiizd. This contrasts with normal and 

tumot-associated fibroblasts, which do not express hTERT mRNA 

At passage 9, the doubling time of HDQ-Pl cells with rich medium was approximately 5 days. 

This i s  in kaping with the obsmation of Petersen and Deurs (Petersen and Van Deurs, 1987) 

that the breast cancer cells are among the most slowly growing populations even in highly 

growth fictorarriched medium. However, in a later culture @assage 88), HDQ-Pl cells had 

an accelerated prolifention rate with a doubling time of 60 hours in DMEM only 

supplemented with insulin and FCS. This is typical of an established cancer ce11 line that 

bocomes independent fiom most other nutntnts and growth factors. This is in agreement with 

other reports on m c e t  cell culture fiom primary brcast carcinomas (Cailleau et al., 1974; 

Soule et ai., 1973) which showed that cancer alls grow slowly in early passages and acquire a 

fm growth rate in lata passages. 

Mutations of the p53 tumor supprmr gene are present in 15-SM of breast carcinomas 

(Elleâge and AUrcd, 1994). Exprwion of high levels ofwild type p53 a n a s  the cell cycle in 

G1 phase in nsponse to DNA domage, in order to ailow DNA repair. Loss of this gene 

Ainction dlows the propagation of cells with genetic damage. Point mutation is a common 

mechuiism of pS3 gene alteration in human cancers. Up to 87?% (Grccnblatt et al., 1994) of 

mutations oeair in exons 5-8 covering amino acids 126306, and the site of the mutations 



observed may have important consequences on the biologicai raivity of the protein mlevy et 

al., 1990, Kem et al., 1991). The p53 protein and gene have been analyzed in HDQ-Pl cells 

respectively by immunocytochernistry and by DNA sequencing. One point mutation of the 

p53 gene has been found in exon 6, at amino acid position 213, resulting in a stop codon 

(CGA+TGA). in breast cancer, mutation of pS3 in the codon 213 resuhs either truncation 

(stop codon) or polymorphism, but the tnincation (CGA-TGA) is more cornmon in this site 

(Hainaut et ai ,  1998). The p53 point mutations have ban reported in about 5% of 

established breast cancer ce11 lines, and the mutation sites wvered exons 5-8, at amino acids 

132, 134, 157, 175, 194, 234, 249, 273, 280, 285 (Butek et al., 1990; Runnebaum et al., 

1994). Among the ceIl lines studied (Bartek et ai., 1990; Runnebaum et al., 1994), a missense 

mutation was the most fiquent occumence. Point mutation with stop codon was found only in 

the MWlC 6.3 cell line (TAC+'ïAq codon 234fexon 7), and in that cell line, no pS3 protein 

accumulation was found with the polyclonal antibody 1801 (Ru~ebaum et ai., 1994). A 

nonsene mutation (stop codon) has not been reported in amino acid 2 13 of breast cancer ceIl 

lines (Hainaut et al., 1998). No p53 protein accumulation was found in HDQP1 cells by IHC 

using the anti-p53 ( 'Ab 1801) antibody. This antibody targets codon 46-55 product as epitope 

and can react with both mutant and wild-type human p53 protein (Banks et al., 1986). 

Alteration of oncogenes by point mutation, amplification, or rearrangement may be important 

in the etiology of human cancers. c-myc, c-erbB-2 and caras  are most tioquently involved in 

breast cancer. Increased &B-2 (Scorilas et al.. 1993; Seshadri et al., 1994) and c-mye gene 

( h l e y  et al., 1987; Yokota et al, 1986) copies have been associated with a poor prognosis in 

breast cancer. Amplification of the c-myc gene has been reportai in up to 32% Mmary breast 

carcinomas (Escot et al., 1986). Howwer, the c-myc amplification was found in only a few 

established breast cancer cell lines (Watanabe et al., 1992). In the revit of Kozbor et al., 

among five cell liner studied (BT-20, SKBR-3, MCF-7, CAMA-I and SKBR-S), only SKBR- 

3 exhibitcd a 10-fold amplification of the gene (Kozbor and Croce, 1984). -Pl cells may 

thaefon be helpfiil to understand the role of c-myc me altention on breast cancer 

progression. Howmr. no &B-2 amplifid gmc was found in HDQ-Pl cdls, neither 

protein ovtrcxp~sion by MC. The c&B-2 amplificaîion has b a n  reportcd in up to 3Ph of 

bnast cancers (Slamon et al., 1987). Concomitant d B - 2  and c-myc amplification has 



ranly been reportai. Garcia et ai. nported ody one case with c-erôB2 and c-myc 

amplification among 125 primary breast cancers, suggesting that alterations ofeither c-myc or 

~ h B 2  genes may occur in two diffnnt groups ofbreast cucinomrs (Garcia et al ,  1989). A 

signifiant relationshi p between tumor proliferation and c-myc but not c-erbB-2 amplification 

has been repoaed (Wpe et al., 1993). No c-H-ras amplification was observed in HDQ-P 1 

alls. In fact, ~ H i r s  amplification is rare in breast cancer. Garcia et al. found no 

amplification of this gene among 129 primary breast cancers (Garcia et al., 1989). A 

restriction hgment length polymorphism was found in HDQ-Pl cells after digestion with 

BunHI. The protooncogene c-H-ras occured as fhgments of sùes ranging from 6 to 9 kb 

(Goldfiub et al*, 1982) because of allelic polymorphism in the flanking regions (Capon et al*, 

1983). More heterogeneity of c-H-ras locus was nported in cancer than in normal genomes 

(Krontins et al., 1985). 

The MUCl mucin, dso d l e d  episialin, polymorphic epithdial antigen, and epithelial 

membrane antigen, is a highly glycosylated n o d  component of epitheliai cells (Patton et al., 

1995). It has ban suggested that MüCl expression may influence immune recognition and 

cellular adhesion processes, and hence play a role in tumor p w t h  and metastasis (Hilkens et 

al., 1995). MUCl expression as well as its glycosylation stanis are ofken altered in breast 

cancer (Lloyd et al., 1996), which has leâ to its use as a tumor marker for that pathology 

(Tondini et ai, 1988). The differences in the band patterns on probing with mi-EMA likely 

refîect the high degrec of polymorphism of the protein (Patton et d, 1995) andlor variations 

in mucin glycosylation among sunples. The latter possibility is suggested by the enhand 

reactivity of HûQ-Pl and BT-20 with cinti-EMA, following sialic acids cleavage. Such 

unmasking effect has alteady been dascribeci for other MUC1-specific antibodies (Ho et al., 

1995). Althoueh the biological significance of altentions in MUC 1 biosynthesis is still 

unclerr, the recent efforts toward the development of MUC1-based breast cancer 

immunotharpy wnûm the clinical interest of the mucin (Graham et al., 1996). 

A majority of brclst cancer ceIl lines are ER m v c  and hormonwmesponsive, and the 

MCF-7, T47D and ZR-75-1 cells am ody thme major homonodependent ceil liner available 

for m vitro hidies in brcast cancer. The estrogen anâ progcsterone rcceptors in HDQ-Pl cells 



were not significantly modified by those hormones. In fia, the estrogen rcceptor level was 

increased fiom 9 Wmg to 45 Wmg and the progcstaone rcceptor level changed from 3 

fmlmg to 18 Wmg when the cells were cultureci in the prewnce of 17-P-estndiol and 

progesterone. After hormone withdrawd, the estmgen rcceptor levels fell fiom 45 fmlmg to 1 

Wmg and progestcrone tiom 18 Wmg to 7 finlmg. Overall, estrogen and progesterone 

receptors in the current culture should be considerd as negative and comparable to the 

original tumor. 

In surnmary, by using a feeder Iayer of lahally irradiated 3T3 ceils, we have established a new 

ce11 line nom one primary mammary carcinoma This method may be helpfùl as an alternative 

approach in the selective long-tenn culture of cancer cells from primary breast cancer. The 

ce11 line is typical of breast cancer cells with distinct ultrastructural, irnmunological and 

genetic characteristics. Furtherrnore, compared to other ceIl lines, HDQ-Pl cells reveal two 

distinct feshires, nrmely an amplification of c-myc and one point mutation of pS3. The cell 

line may represcnt a new model for ftrthet in vitro midies on breast cancer. 
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Figure 1. Selective culture and morphological observation of EiDQ-PI cells 

a. Proliferation morphology of tumor-like epithelial cell colonies in the culture with 

irradiated 3T3 cells (scale bar: 200 pm); b. purified epitheliahlike cells growing as 

cellular patch in the early cultures (scale bar: 4400 p); c. C[DQ-Pl cells in the 21st 

passage of culture (sale bar: 200 pm), d: formation of tumor-like colonies by HDQ-Pl 

cells in agar culture (scale bar: 100 p); e. morphology of HDQ-Pl cells (Haematoxylin 

& Eosin) showing polygonal cells with large, pleomocphic and lobulated nucleoli (scale 

bar. 100 p); f. positive immunoreaction with Pnti-cytokeratin CAM 5.2 (scale bar: 50 

Po- 



Figure 2. Ultrastructure of HDQ-P 1 cells. The cells contain bundles of towfilaments and are 

attached by tight junctions and desmosomes which delineate intercellular lumina with 

pmtniding microvilli (sale bar: 1 p). 
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Figure 3. Geowth curves of HDQ-P 1 cells 

a. The growth rate of HDQ-PI cells at the 9th passage with highly enriched medium (A) and with 

DMEM only supplemented by 10% FCS (C).  The figure shows a strong dependence of cells on 

nutrients and growth factors and hormones. With highly enriched medium. the doubling time 

(DT) of HDQ-Pl cells was 121 hrs (~~=0.8837):  b. growth rate of HDQ-PI cells at the 88th 

passage in the culture with DMEM supplemented by 10% FCS and 5 pg/ml crystallized bovine 

insulin (DT=60 hrs, ~L0.9634). 



Figure 4. Western blot analysis of MUCl in ce11 lines in culture 

a: intact membrane; b: membrane treated with V. cholerae sialidase. Samples are identified as: 

1. Normal skin fibroblasts; 2. Tumor-associated fibroblasts (F9846); 3. SK-BR-3; 4. MDA- 

MB-23 1; S. HDQ-Pl ; 6. BT-20; 7. MCF-7. Amws indicate molecular weight standards 

( k W *  



Figure 5. Chromosome number distribution of HDQ-Pl epithelial cancer ceil line at passages 8, 

24-32 and 60. 



Figure 6. Representative GTG-banded karyotype of an epithelial cancer ceU h m  passage 60 

showing hyperpentaplordy. Tweaty nhe rnarker chromosomes are identifhi as Ml to M29. 



Figure 7. Chromosome aberrations in epithelial cancer cells studied by FISH. 

a. Simultaneous hybridization of coatasome I total chromosome digoxigenin-labeled probe 

(mi) and p53 specific DNA biotinylated probe (green); b. Hybridization of coatasome 6 total 

chromosome digoxigenin-labeled probe; c. Hybridization of coatasome 7 total chromosome 

digoxigenh-labeled probe; d. Hybridization of coatasome 16 total chromosome digoxigenin- 

labeled probe; e. Hy bridization of coatasome 1 8 total chromosome digoxigenin-labeled probe; 

and f. Hybridization of coatasome 19 total chromosome digoxigenin-labeled probe. 

Chromosomes were counterstahed using DAPI [I. 



Figure 8. hTERT mRNA expression in breast cancer ce11 lines 

HDQ-Pl cells expressed hTERT mRNA to levels comparable to other breast cancer ce11 lines: 

MDA-MB-23 1,  SK-BR03 and MCF-7, while non malignant fibroblasts failed to express 

hTERT* 

c-myc 

Figure 9. c-rnyc oncogene amplification in HDQ-Pl cells 

The HDQ-Pl cells reveal c-myc oncogene amplification compared to nomal skin fibroblasts, 

whereas no significant c-erbB-2 and c-H-ras amplifcation was observed. A BamHI RFLP was 

observed in the HDQ-Pl cells. 



EXPRESSION DE LA ST~OM~YSINE-3 PAR LES CELLULES STROMALES 

RÉACTIONNELLES A S S O ~ E S  A LA TUMEUR MAMMALRE 



AVANT-PROPOS. 

La stromClysine-3 (ST3) est une métalloprothse matricielle identifiee en 1990. C'est une 

protéase pratiquement limitée aux cellules stromales. Des anaiyses cliniques ont demontrd que 

son expression stromale associée une prognssion tumorale dans certaines formes de cancers 

dont le cancer mammaire. Cependant, il existe peu d'information sur le raie des interactions 

entre cellules stromales et cellules cancéreuses mammaires sur la production de ST3. 

L'objectif de cette étude est d'élucider à l'aide d'un modele N1 vitro, I'expression de 

stromdysine-3 par des cellules stromales mammaires sous l'influence de cellules épithéliales 

cancéreuses. Cet article a 6tt soumis pour publication a la m e  American Journal of 

Pathology. 



La stromClysine-3 @MP-11) est une métalloprotéase matricielle (MMP) identifk en 1990 

par hybridation par soustraction d'un cancer du sein. L'expression de la MMP-Il a été 

obsavCe à a jour dans de nombreux cancers mais uniquement dans les cellules stromales 

réactionnelles situées i proximitk des cellules candreuses. De rares analyses cliniques 

suggèrent que l'expression de la MMP-Il est associde i un pronostic dtfavorable. Le rôle 

préaume de la MMP-I 1 est d'assurer un remodelage de la matrice extracellulaire et, ainsi, de 

favoriser l'invasion et l'implantation tumorale. La MMP- 1 1 est une cible thérapeutique 

intbressante puisqu'elle est produite par des cellules bhignes et donc moins susceptibles de 

dCvelopper des mutations et résistances en cours de traitement. Cette étude visait donc à 

dhontrer que la surexpression de MW-11 p u  des cellules stromales &ait une ttaction 

spécifique i une stimulation par des cellules cancéreuses. Nous avons tnidié l'expression de 

MMP-II par hybridation in silu à l'aide de sondes d'MN et par immunohistochimie avec un 

anticorps monoclonal dans un modèle mammaire in vitm. Dans ce modéle, nous avons placé 

des fibroblastes purifiCs de plusieurs cancen du sein en coculture directe ou indirecte avec des 

cellules de trois lignées cancéreuses mammaires @DA-MB-23 1, SK-BR-3 et MCF-7) et des 

cellules dpithéliales normales mammaires. L'expression de MMP-Il était observée 

uniquement par les fibroblastes situCs 1 1'interf.a avec les cellules Cpithdliales canc&euses. 

Cette étude confinne que l'expression de la MMP-11 est sous l'influence des cellules 

c~u~cércuses a qu'un effet de contact d i  entre ces d m  types cellulaires était 

pnncipaîement responsable de cette stimulation. Elle dCmonm de plus, pour la première fois, 

que ks fibroblastes de diffhntes patientes répondent de façon variable a une même 

stimulation. 
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Stromelysin-3 (ST3) is a mat* metalloproteinase (MMP) ovaexpressed by reactive stromal 

cells of most carcinomas. Recent clinical studies demonstrated a correlation between ST3 

expression by tumor stromal cells and local invasiveness and paor S U ~ V ~  in breast cancer 

patients, suggesting that Sn plays a cntical role in cancer progression and tbat this protease 

might be a potential target for new therapeutic stntegies. To date, only rare studies used an in 

Mho mode1 to investigate the effect of cancer induction over Sn expression by stroma cells. 

In order to better undastand host response pattern in stromal expression of stromelysin-3 in 

breast cancer, we have investigated stromelysin-3 expression by stromal cells isolateci from 

primary breast carcinomas. Those tumor-associated fibroblastes were coailtivated with 

benign and cancer epithelial cells of mammary origin, and stromelysin-3 expression was 

analyzed with the use of both in situ hybridization and imrnunocytochemistry. The results 

showed that ST3 expression by stromal cells was cancer-specific. In fact, three malignant 

cancer ceIl lines (MDA-MB-231, SK-BR-3 and MCF-7) have equally induced Sn 
overacpression by tumor-associated stromal ceh,  while normal mammary epithelial cells and 

an immortalized normal mammary epithelial a l 1  line (184A1) âiiled to induce ST3 

expression. The tumor induction effect was much important in direct cell-ce11 contact 

coculture. The induced protease expression w u  only on stromal cells located close to 

epithelial cells and not influencecl by the aâdition of basic fibroblast growth factor @FGF) and 

anti-bFGF to the culture medium. Moreover, hunor-associated fibroblasts from diffemit 

primary tumors gave diff'erent responsiveness to a similar putative cancer stimulation, 

suggesting a different host reaction in tumor invasion. We therefon hypothesize that the 

induction effect is more Iikely via a all-ceIl contact mechanism. Our results provide fùrther 

evidence that SI3 expression is limited to stmmal cells locatd close to cancer cells and that 

cancer cells and not M g n  epithdid cells cm induce MMP expression by stromal cells. 

Those data suggest that efForts should be airned at identifying cancer ceIl factors responsible 

for ST3 aprcsaion by stroma1 ails. 

Key words: Stramelysin-3, breast cancer, rnatrix metalloproteinases, stroma1 cellr 



Introduction 

Stromelyain-3 (Sn) is a relatively nw member of the matrix metalloproteinase w) 
funily . Identifid in 1990 by subtractive cDNA library scfaning of a human breast carcinoma 

and a fibro-adenoma, Sn luis been found to be overexpnssed by breast carcinomas (Basset et 

ai., 1990). The protein sequence, as deduced fiom its cDNA, indicated an homology between 

ST3 and other MMPs and has been designated as MMP-Il (Murphy et al., 199 1) .  Many ment 

clinical studies have found that ST3 was overexpnssed by reactive stroma1 cells of several 

human mahgnancies such as breast (Ahmad et al., 1998; Basset et al., 1990; Basset et al., 

1994; Chenard et al., 1996; Hahml et of., 1994; Hahnel et aL, 1993; Heppner et al., 1996; 

Holm et al., 1997; Kawami et al., 1993; Kossakowska et al., 1996; Linder et al., 1997; 

Pacheco et d,  1998; Têtu et al., 1 W8), lung (Anderson et aL, 1995; Bolon et al., 1996; Bolon 

et al., 1997; Karameris et d,  1997; Urbanski et al., 1992), head and neck (Muller et al., 1993; 

Munck-Wikland et ai., 1998; Polette et al*, 1993). colorectum (Newell et al., 1994) 

(Kossakowska et al., 19%; Mueller et ai., 1997; Porte et al., 1995; Thewes et al., 1996), 

esophagus (Porte et al, 1998). pancreas (von Marschall et al., 1998) and skin cancers (Unden 

et al., 1996; Wagner et ai., 1992). Some of those studies have show that overexpression of 

Sn transcripts or proteins conelated with clinically malignant local invasiveness (Bolon et 

d, 1996; Bolon et al, 1997; Karameris et al., 1997; Muller et al., 1993; Munck-Wikland et 

d, 1998; Porte et al., 1995; Porte et al, 1998). ST3 was absent in hyperpiastic and 

metaplastic lesions wherw the enzyme was tiequentl y expresseci in preinvasive (d ysplastic 

and in si&) lesions and unifonnly present in invasive carcinomas (Bolon et al., 1996). ST3 

overexpression was issociated with a poor ovedl or diseasofne survival in a few studies on 

breast (Ahmad et al., 1998; Chenard et ai., 1996; Tetu et al, 1998) and esophageai carcinomas 

(Porte et al., 1998). Sn has k e n  proposed as a potentisl prognostic factor (Ahmad et al., 

1998) and also a potential wget for tumor control management (Anderson et aL, 1995). 

In al1 those clinid studies, ST3 expression w u  expnssed by stromd a l l s  idjaant to cancer 

epithelid alls. Although the mechanism by which the tumor cells induce surrounding stromai 

cells to pmduce ST3 rernains unknown, those data niaest t h t  ST3 production by s t r o d  

cells in tumor tissues may be a rapnse by host stromai cells to putative stimulation messages 

dmivcd h m  cancer cells. A tccent npoat sbowed tht human breast cancer cells anild 



dhctly activate the ST3 promoter in normal breast fibroblrsts and hence increase gene 

expression at the transcriptional level (Ahmaâ et d ,  1997). In another recent in vitro shidy 

using a coculture system with Nolthern and Western blot analyses, non small ceIl lung cancer 

(NSCLC) cells were found to induce ST3 expression by normal pulmonary fibroblasts (Mari 

et d, 1998). It has been hypothesized that tumor-deriveci growth factors might induce enzyme 

production by stromal a l ls  and that ST3 may be implicated in the initial process of cancer ce11 

migration through extracellular matrix degndation (Basset et al., 1990; Basset et ai., 1993; 

Wagner et al., 1992). One ment arirnal study has shown that Sn expression by stromal cells 

promote the tumor take in nude rnice rather than the activation of tumor proliferation and 

invasion (Noel et al., 1996). 

The fa& that only stroma1 cells in close contact with cancer cells respond to tumor induction 

stimulation suggests thpt the effect is more likely via a ceIl to ceIl contact. However, certain 

data suggest that a paracrine activation is also involveâ in ST3 production. Certain growth 

factors such as bFGF (Ahmad et al., 1997; Anderson et al., 1995; Basset et ai., 1990; Okada et 

al., 1995), EGF (Ahmad et al., 1997; Basset et al., 1990) and PDGF (Ahmad et al., 1997; 

Anderson et al., 1995; Basset et d ,  1990) were reportecl in some studies to stimulate ST3 

production at the transctiptional Ievel (Anderson et al., 1995; Basset et d ,  1990; Okacîa et ai., 

1995). However, a ment in vitro study found that bFGF does not incrcase the induction but 

only the pst-ttansductional processing at a unique internai sequence by producing a tumor- 

specific 3 5 kDa Sn protein which lacks enqmatic activity (Mari et cri., 1998). The biological 

activities of this protease in cancer progression is unclerr. 

To date, a majority of clinical studies on Sn m'NA expression h a  ban  pe&onmd on turnor 

tissue sections. Howcver, in order to better understand the role of cancer celVstrorna1 ceIl 

interactions and the intluence of the ho& fibroblast phenotype on ST3 expression, the use of 

only nrs in viao iurys wem performcd to confimi the influence of cancer-stroma1 ce11 

interactions on Sn qression (Ahmad et ai., 1997; Mari et cd, 1998). Monover, in these in 

vitro assayq only fibroblasts h m  n o d  tissues were used and ST3 expression was tested by 

Northcrn Md Western blot analyses. This promptd w to investigate the patterns of expression 

of ST3 in primary bnrat carcinomas by an in uiho mode1 wing not only normal skin 





keratinocytes were kindly provided by Dr. M. Rouhabia (Univaait6 Laval, QuCbec, Canada). 

Direct coculturt 

2 x 10' fibroblam wwen seeded on chamba slider (Nunc, Napendle, IL) treated previously by 

poly-Llysine and 1 x 10' epithelial cells were added when those fibroblasts reached 900/. 

confluence. The cells were cultured with DMEM supplemented with IO.!  FBS during 24 hrs, 

and then washed tmce with DMEM. Coculture w u  continueci with DMEM during two to four 

days. At the end of tâis paiod, the chamber dides with cells were washed twice by phosphate- 

b u f f d  d i n e  (PBS) and fiozen at -80°C until use for immunohistochemistry+ For in sihr 

hybridization, the cells in chamber slides, a f h  washing with PBS, were fixed with 4% 

padorrnaldehyde at m m  temperahue for 20 minutes. The fixation was stopped with the use 

of 3x PBS and the fixed cells in chamba slides were dehydrateci and stored at -80°C until use. 

In the selective coculture, anti-human bFGF rnAb (5 @mi, clone FB-8, Sigma, Oakville, 

Ontario) and bFGF (10 nglml, Sigma) were added to the coculture medium. Purified 

fibroblasts without epithelial cells in the coculhue semd as negative control. The coculhire 

was repeated in duplicate for each cell line. 

Another type of direct wculture w u  morneci by ucing cell suspension d e r  enzymatic 

digestion of primary breast tumors and seeding of2 x 10' mixcd stroma1 and cancers cells in 

suspension on charnba slides without prior ce11 selection. Those slides had also been treated 

previously by poly-L-lysine and the same procesa cited a i m e  has been followed. 

Indirect coculture 

Indirect aiculture was performed using the Transwell culture system (0.4 pm pore size, 

C o i n g  Costar, Cambridge, MA). 1 x los fibroblasts were fint seeded in the lower chamber 

and 24 hn &er, 1 x 10' epithelial ceIl lines in the upper chamber of the Transwell systems. 

The dtun w u  maintainesi for the &st 24 h with DMEM and lW FBS and then r e p l d  

by DMEM der two d n g s  with DMEM, for two to four âays in 5% Ca incubator. At the 

end of the coculture, the fibroblasts in the lowcr cbambcr wae u d  for the analysis. The 

fbmblutr culhircd in the same secies withiut epithdid cellr in the uppa chambr served rc 

n-ive control. 



The fibroblasts werc dso cultivateû with daily changed conditioned medium obtained from 

cancer cell culturc. The wnditioned medium w u  obtained by culhiring cancer ce11 lines in 

DMEM without FBS during 24 hrs. The culture medium was collected and centrifùged at 250 

x g  for IO min. The supernatant was then stord at 4OC until use. The culture was also repeated 

in duplicate for each al1 line. 

In  sia i  bybridintion 

In situ hybridization was peflormed as reported previously (Têtu et al, 1998) but with a few 

modifications. Fixed cells in chamber slides were rehydrated in graded alcohol and then 

treated with 0.2 N HCI for 20 min at rmm temperature to denature proteins. The cells were 

then deproteinated in 40 ~ g / m l  pronese at 37OC for 15 Mn, acetylated for 10 min in 0.5% 

(v/v) acetic anhydriedl0.l M triethanolamine pH 8 and prehybridized in 2x SSC (5% 

formamide. Hybridization was pedormed ovemight with "s-labeled (Xx10.' cpdpl) 

antisense RNA probe at 5S°C in a seaied moimuwd chamber. Mer hybridization, the 

samples were treated with RNAse A (Sigma, 20 Ciglml, 30 Mn et 37'C), stringently washed 

twice (2x SSUformamide 50%, 60°C 1 hr) to remove unhybndized probe and dipped into 

Kodak autoradiography emulsion type NBTZ. Slides were kept in light-tight box for 2 4  

weeks, were dmloped and counter-stained with hematoxylin and eosin. Dark-field 

microscopy was used to identi& areas with high grain density. The negative controts were 

performed under the same condition using sense RNA probes. Plasmids for Sn were kindly 

provided by Pr. P Basset, (IGBMC, Olkirch, France). The 1759 base pairs stromelysin-3 

cDNA was subcloncd in the EcoRl site and extended bom nucleotides (nt) 346 to 2105. 

Redwtion of the probe length was achieved by partial alkaline hydrolysis. Optimal in situ 

hybridiution was obtained with 100 bp probes. 

Inmunocytocbtmirt~ 

The cells werc fkst fixed in amont for 10 minutes and quenched for 5 minutes in 0.3% Hz% 

to blodr endogenous peroxidasc activity in the tumor samples. Mer washing with PBS, slides 

wae covered with nad hom ~ n u n  during 20 minutes ud inaibatcd ovdght  with each 

rnonocloail antibody at 4'C. Aftciwards, dides wae rined with PBS and exposcd for 30 



minutes to a scconbiy biotinylated uui-mouse antibody. AAa another wash with PBS, slides 

were incubateû with the avidin-biotin-peroxidase complex (Vector Iaboratory, Burlingame, 

CA) and the binding of the antibodies w u  reveald with diaminobenzidine @AB). The slides 

were finally coumastaincd with Mayer's hacmatoxylin for 3 minutes and mounted in 

pemount. Monoclonai antibodies used for epithelial markets were anti-epithelial membrane 

antigen @&o. Misssissauga, Ontario, Cuud.) and anti-human cytokeratins (CAM 5.2, 

Bedon Dickinson, Mississaugua, Ontario) detecting cytokeratins 8 and 18. Other antibodies 

used were anti-vimentin @&O), anti-human a-smwth muscle actin @&O) ond anti-CD68 

(KP1, Dako). The anti-human ST3 antibody SST4A9 wu kincily provided by Pr. P Basset 

(IGBMC, Bkirch, France). 

RNA prepantioa and RT-PCR anrlyria 

The isolation of total RNA was performed accordhg to Chomczynski and Sacchi 

(Chomczynski and Sacchi, 1987). Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 

was perfonned as previously described (Wang et al., 1997) with a few modifications. Bnefly, 

1 pg of total RNA was used in the reaction of RT. PCR amplification was d e d  out in a final 

volume of ZS pl containhg 20 mM Tris-HCl pH 8.3, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl2, 200 I<M 
d N T P s ,  100 nM of each primer, 1 unit of Taq DNA polymaase (Gibco-BRL, Burlington, 

Canada) and 5 pl of reverse tranm'ption mix for Sn amplification. Concomitant 

amplification, but in the separate tube, of human b-actin wss perfonned in the same condition 

but with presptimized diluted reverse transcription mix for quality and semi-quantitative 

evaluation of mRNA of each sample. For sdective semi-quantitative analyiis, 2 pCi of [a-32~] 

dCTP was added to each reaction mixture. 

Pnmers used for amplification human psctin specific scquenccs were 

S'CGTGGACATCCGCAAAGAC3 ' ud SPCTCGGCCACAmGTGAACT3 ' (Johnson et al., 

1996). PCR using these primers yielded a 484-base-pair (bp) prduct. The ST3-specific 

sepuences wem amplified by using prima 5'TGGGTGTACGACGGTGAAAlUY and primer 

5 'C ATGGGTCTCTAGCCTGATM ' , which yielded a 449-bp product (Johnson et alm, 19%). 

Following an initiai dairhtntion at 94OC for 5 minutes, sunples wcre amplificd by 25 cycles 



of denaturation at 94'C for 30s, anndiag at 60°C for 303, extension at 72OC for 455 and 

ended by extension at 72OC for 10 Mn in a DNA thetmal cycler (Perfan-ElmedGeneAmp 

system 9600). 

PCR products were separated on 6% polyaaylamide gels in TBE (50 mM Tris, 40 mM bock 

acid, 0.5 mM EDTA), staineû with ethidium bromide and the PCR product expression level 

was documented with an AlphaIrnager 2000 (Alpha Innotech Coqration). The radioadive gels 

were exposeci to phosphor screen, scanned with a Stom 860 scanner (Molecular Dynamics 

Inc, Sunnyvale, CA) and analyzed using ImageQuaNT program (Molecular Dynamics Inc). 

Each amplification was pefiormed in duplicate. Negative controls were included in each 

experiment: Reverse transcription was carried out in the absence o f  RNA (RT-control). PCR 

was C(Ufied out h m  the RT-control or substituthg reverse transcription buffer to the cDNA 

template. The RNA of tumor tissue Tl2499 was used in RT-PCR in every experiment batch 

as a positive control. 

Rtsults 

Most of al1 purifid tumor-denved fibroblasts were fibroblart-like alls and some of them 

were myofibroblast-like in culture. The mesenchymal ongin of fibroblast-like cells purified 

fkom primary breast carcinomas and that of fibroblasts purifieci Born the normal breast tissues 

were contimed by the lack of human cytokedn expression (8 & 18). presence of vimentin 

and their spindle-cdl morphology. Unexpectedly, immunoreaction was positive for CD68 

p l )  in dl cases. 

In dm direct coculturt mode1 

In the direct amlture -y, a l 1  pro1ifa;iton r d t e d  in r re~onstituted stxuaure reminiscent 

of the tumor sen on the original section. In g d ,  cancer epithelid cells f o n d  colonies, 

sumunded by a monolayer of fibroblasts. There wu a wdl-ddlned stromaVepithelial 

intefice. This phenornenon was more evident in the cocuhure with MCF-7 and in the 

cocultura rsay with süomai cells and epitbeliai cancer cclls originatd fiom the same primary 

brerst mon (Fig la, Ib, lc and ln). 



In silii raaiysia for ST3 

ST3 mRNA expression w u  documented in the tissue sections of al1 tumor tissues fiom which 

tumor-associated fibroblastes have been purifed. Al1 tumors expressed Sn by in si& 

hybridization but to varying levels, and the expression was limited to fibroblasts located close 

to cancer epitbeliai cells. Representative results are shown in Figures 1 d, lg, lj, and 1 m. 

ST3 mRNA expression was weak or even absent in in vitru unstimulated himor-derived 

fibrobliisis purified and isolated &om each of the nine primary tumors (Fig. le, Ih and lk). 

After direct mculture with cancer cells, overexpression of ST3 transcripts reappwed in those 

tumor-denved fibroblasts purified fiom each original primuy breast cancer. In each case, ST3 

mRNA expression was observed only in fibroblasts located in close contact with tumor cells 

and wlonies. Under similar coculture conditions and sarne cancer ceIl line stimulation, ST3 

rnRNA expression was however much variable among those Nne cases (Fig. If. li, 11 and 10). 

No clcar difference on ST3 mRNA expression was obsenred in each single case under the 

stimulation of any of the three breast cancer ce11 lines: MDA-MB-23 1, SK-BR-3 and MCF-7 

(Fig. 24  2b and Zc). The coculture with MCF-7 yielded larger epithelid colonies surnoundecl 

by fibroblasts expressing ST3 mRNk ui the coculture with MDA-MB-23 1, epithelial cancer 

celle were isolated among the stromal ce11 prolifmtion and the positive signal was more focal. 

In the direct cocultum with NME and 184Al cells, as well as keratinocytes, no expression of 

ST3 wu observed @ig. 2h, 2i and 2j). Coculture with MGH-U4 cells induced weak but 

focally positive signals in the fibmblasts (Fig. 2g). 

In the coculture of NSF with breast cancer ce11 lines, a positive but weak sipal of Sn mRNA 

waa also obsemed in the NSF locatecî close to the cancer cellr (Fig. 21). 

In the coculture involving stroma1 and cancer celb bom the sum tumor, expression of ST3 

was dso found in stroma1 cells nlocated close to sphemid epithelid ce11 colonies (Fig. 10). 

Comparable induction e&ct on fibroblasts was obscwed with the use of an mi-human Sn 

antibody (Fig. Zd). As for ST3 mRNA, 184A1, NME cells and kcratinocytcs did not induce 



ST3 protein expression. 

The addition of anti-bFGF (Fig. 2s) and bFGF (Fig. Zf) did not influence ST3 mRNA and 

protein expression by tumorilenved fibroblsots and NSF. 

Indirect coculturt 

Fibroblasts CO-cultivated indirectly with epit helial cancer celis a d e d  in the Transwell system 

were analyzed by RT-PCR. The PCR conditions were initially optimized to avoid Sn 

amplification saturaîion compared to the positive control T12499. A standard curve was first 

obtained firom RT-PCR reactions perfiomed for human P-actin by using serial dilutions of 

cDNA obtained by RT with RNA fiom primuy breast tmor T12499. As illustrated in Figure 

3 4  the expedmental graph showeâ a linear region of amplification. The initial assays have 

shown that dilutions of cDNA volume ranging fkom 1/64 to 1/128 used for stromelysin-3 

amplification was suitable for p-actin amplification. 

Indirect coculture with MDA-MB-231, SIC-BR-3 and MCF-7 resulted in S n  mRNA 

overexpression in nonnal fibroblasts and tumor-derived fibroblasts tiom some but not al1 

breast cancers. F4059 showeâ a positive response to cancer ce11 induction (Fig. 3b), while 

some othm as F9277 and F1 I l S I  reaponded merely to the induction by indirect coculture 

(Fig. 3d). ST3 mRNA level by nonnal skin fibroblasts was not significantly changed after the 

stimulation with breast cancer ceIl lines (data not shown). The stimulation of those fibroblasts 

with the conditioned medium fiom a cancer ceIl culture gave the sarne results as obtained by 

the coculture with the Transwell system (Fig. 3c). No evident difference of induction was 

found with either MDA-M6-23 1, SK-BR-3 or MCF-7 breast cancer ce1 l lines (Fig. 3 b). 

Dùcusdon 

The hct that -mal expression of stromelysin-3 is auociated with tumor invasiveness and 

poor survival indiutes thrt this rnatnx rnetalloprotease participates in some cancer 

progression (Têtu et cil, 1998). Many studiea meal also that proteases of s t r o d  origin play a 

cruciil role in mammuy cucinoma development and mttwtwir proass (Sec ccview (Johnren 

et al., 1998). The production of stromrl proteases in cancer tissues is, in frct, one host rtadive 



pattern in process of tumor formation and invasion. Stromal-cancerous epithelial interaction 

results in tumor-associated tissue remodeling. However, few is hown about stromal response 

patterns for stromelysin-3 production in breaat cancer, as many clinical analyses of 

stromelysin-3 were performed with tumor tissue. To datq only rare studies confinned in an in 

vibo mode1 the induction of ST3 expression by s t r o d  cells under cancer ceIl stimulation 

(Ahmad et al., 1997; Mari et al., 1998). One rhidy combined non-small cd1 lung cancer cells 

(NSCLC) and normal pulmonary fibroblasts (Mari et of*, 1998). Using direct and indirect 

coculture methodq this study showed that ST3 was overexpressed by normal human 

pulmonary fibroblasts under NSCLC ce11 stimulation and thrt this induction was tumor- 

specific in lung cancer. In another assay (Ahmad et al., 1997), the authors have found that 

MCF-7, MDA-MB-231 and ZR75 induced Sn expression by human forefront skin 

fibroblas. However, the expression was weak cornpucd to the expression of the pnmary 

tumots and the authors concluded that the ex vivo condition of the study might oniy partially 

mimic the in vivo situation. In both in vibo assays, ST3 mRNA expression by fibroblasts was 

analyzed by Northeni blot and fibroblasts fiom normal tissues wete used. We have adopted a 

different appmch and developed a tumot/stromd coculture usay aimed at reconstituting a 

structure reminiscent ofa primary tumor on a slide. Morwver, the study used not only normal 

fibroblasts but also mammary tumor-associated s t r o d  ce114 as well a3 cancer cells fiom 

primary tumors or established mammary cancer lines. The induction of ST3 expression was 

assesseci by immunocytochernistry and in si& hybndization, which allowed us to define the 

location of cells responding to cancer a l 1  stimulation. 

With thor  reconstituted brcast tissue models, ce11 morphology and distniution of the positive 

signal of stromelysin-3 expression differed accotding to the epithtlial cell lines used. 

Coculture of atromai cells with MCF-7 and unar cells purificd Born primary himon 

producd turnor islands or spheroid with weJl definui strodepithelial i n t d i ,  while the 

coculture with the MDA-MB-23 1 or MGH-U4 was d e  of isolated cells within this spindle 

cc11 population and the cocuhure with SK-BR-3 was somewhat intamediate and fomcd small 

imgular irlands and single cells, reflccting the difkrent behvior and proliferation mode of 

those différent cancer ce11 lines. The coailtivated csllr on the slide reproducd well the tumor 

tissue section h m  the primary brcast turnor. 



Tumor-associated fibtobluts purified fiom each breast cancer had a typical morphology of 

fibroblrst-like cells in culture and expresseci vimentin by immunocytochernistry. Some cells 

were myofibroblast-like with a-actin expression. However, we have found that ail these 

fibroblast-like cells fkom mammary ongin consistently showed a positive immunoreaction 

with anti-CD68 p l ) .  CD 68 is a d e r  of macrophage or myeloid lineage (Micllem et ai., 

1989). Essentidly, macrophages but not fibroblasts or myofibroblasts express CD68. (Tsang 

and Chan, 1992). It hrs b a n  reported that fibroblast-like calls in vitro Mght transdifferenciate 

fkom monocytes in vivo and might keep this pan-macrophage antigen (Reuter et al., 1995). 

However, other studies have reported CD 68 expression in non macrophage cells, such as in 

tumor cells of sarwmas, lymphomas, malignant melanomas and carcinomas (Cassidy et al., 

1994; Tsang and Chan, 1992). One report concluded that CD 68 was basically a lysosomial 

marker. Those data suggest that fibroblast-like cells in breast cancer are possible 

multipotential cells with the capability to modulate fiom fibroblast-like cells to macrophages 

under specific conditions. 

In the direct caculture using a mixture of mmal  and cancer al ls  released fiom the same 

whole digesteci pnmuy breast tumor, al1 stroma1 d l s ,  located close or remote to malignant 

cells in the original tumor, were mixeâ and redistributecl into culture chambers. The fact that 

only the fibroblasts relocated at the stromrYepithelia1 interface overexpressed ST3 M A  

provides fiuther evidence that only stroma1 cells imrnediately surrounding the neoplastic cells 

were reactive to putative inductive signals from cancer cells. The production of ST3 by so- 

d l e d  mctive stromal cells therefore seems to be a response to some messages fiom epithelial 

cancer cells. When purified and thus isolatecl fiom theu CM= environment, tumor-associated 

fibroblasts with ST3 expression in onginil primuy twnor (F9846 in Fig. Id) stopped 

expressing ST3 (Fie. le). When the fibroblasts wae admixeci in the new in vitro environment 

with epithelial cancer cells, ST3 overexpression resumed and was limited to fibroblasts 

situated close to the epithelial fiont Vig. If and Fig. 2r-c). The induction was shown as tumor- 

specific and, in fàct, no ST3 expression w u  found in the fibroblasts cocultivated with normal 

epithelial cclls mch as NME, 184A1 and ktntjnocytes. The presence of weak but fodly 

positive arpmsion of Sn in the fibroblasts cocultivated with M W 4  cells is intcnsting. 



The MGH-U4 ce11 line waa obtained tkom a blaâdcr epithelium with focal severe urothelial 

atypia. Severe atypia or dysplasia in bladda epithelium is  considered as a premalignant 

abnormality (Murphy and Soloway, 1982). The fact that the MGH-U4 cells wuld induce Sn 

expression supports in vivo findings in which ST3 was âequently express4 in pninvasive 

(dysplastic and carcinoma in situ) lesions (Bolon et al., 1996). Those nsults contirni that 

cancer cells rnay induce ST3 overexpression by their neighboring stroma1 cells and vice versa 

that those neighboring strotnal cells cm respond to this stimulation. 

In con- to other in vitro models aimed at investigating cancer celVstrod ce11 interactions, 

we have studied interaction of cancer cells, not oniy with normal breast skin fibroblasts, but 

also with fibroblasts purifieci fiom prirnary breast carcinomas. It has been well established that 

twnor-ossociated fibroblasts are phenotypicall y different fiom normal tibroblasts (Hornby and 

Cullen, 1995). Those tumor-associated fibroblasts have been designated as "activated" (van 

den Hooff. 1988; van den Hooff; 1991), "abnonnel" (Grey et al., 1989) or "reactive" (Têtu et 

al., 1993; Têtu et al., 1998) in malignant brcast m o n .  Furthemore, under similar conditions, 

using cancer ce11 stimulation and an in vitro direct coculture model, the level of ST3 

expression differed unong the fibroblasts fiom nine individual tumors. Indeed, marked 

expression was observeâ in the coculture with F9846; while no evident Sn expression was 

found with F14700. Therefore, the capacity to respond to the induction of the same breast 

cancer cclls differed not only betwan fibroblasts obtaineà âom normal skn and tumors but 

also among those obtained fiom different breast tumon. Although the small number of cases 

does not allow us ta draw strong conclusion, our data suggest that the host phenotype may 

influence the capacity of its stromai cells to express Sn. Therefore, since ment literature 

trends to link Sn ovcrcxprcssion with a p r e r  prognosis (Ahmad et al., 1998; Chmard et al., 

1996; Têtu et a& 1998). our data suaest t h t  not only cancer ce11 characteristics but also 

certain host stroma1 ce11 fmtuuas may influence cancer qgressiveness. 

The fàct that an indirect coculture can induce SI3 expression suggests that the induction wes 

causcd at least in put by dinusiblclsoluble frctor(s). In the indirect Transwell cocuIture 

systcm, the epithdid and s t m d  elements SM the same growth medium and were 

separated by an one mm space, a v a y  long distance at the cellular level. In oder to 



compenwte for the low sensitivity of Northem blot analyses, we have applied the RT-PCR 

technology to d y z e  the stimulation eRect in the indirect coculture and ST3 overexpression 

was detected in part of our cases. In the diuect coculture, the distance between stromd and 

epithelial elements m n l y  reached a few pm and the signal waa stronger in closer fibroblasts. 

Those data suggest that the induction of ST3 expression by cancer cells was largely through 

direct cell-ce11 contact or through secretion of locally concentrated soluble factors. Our data 

show that the distance between epithelial cancer cells and stromal cells may be critical to the 

induction of ST3 production. Although we camot nile out the influence of some diffisible 

factors, the high level of ST3 mRNA expression at the stromaVepithelia1 interface strongly 

suggests the predominance of direct communication of messages nom tumor to stromal cells. 

In the literature, bFGF hm been regarded as a potentiai activator of ST3 expression. However, 

Basset et d.  £àiled to relate bFGF to Sn promoter activation (Ahmad et al., 1997). In the 

study ofMari et al.. (Mari et al., 1998), bFGF effect has been shown to be regulated only at 

the post-traductional level. bFGF induced active rymogen cleavage to a 35 kDa fragment the 

fùnction of which remains unknown. Our results indirectly support those reports. Anti-bFGF 

wss used to neutralize endogenous bFGF and exogenous bFGF was added to increase the 

putative cytokine cffccf. However, no evident influena w u  obsend at either transcription or 

transduction level in cornparison with the simple cocuIture with cancer cells. 

In conclusion, our shidy confinns that bnsst cancer cells can induce ST3 expression by 

normal and tumor-associated fibroblasts and that this induction is cancer-specific. The ST3 

rnRNA expression and protein production were only present in the fibroblasts located close to 

ancer cells, suggcsting that the distance is a limiting frctor to tumor stimulation. The tumor- 

associateâ fibroblasts fkom dEerent tumors, however, respond differently to this tumor 

induction, resulting in a variable expression of Sn and suggesting that difkent phenotypes 

cxist among those host but tumor-asdated fibroblw and among patients. Furthamore, the 

induction effect w u  stronger on fibroblasts pfified fiom breast tumors than on normal skh 

fibroblasts, suggesting that tumor fibroblasts are more sensitive to cancer ceIl activation than 

normal tibroblasts. The induction effect by breast cancer cells may be partly mediated by 

some diffusible factors. Howcvcr, o u  data sugeest that cell-cc11 direct contact plays the most 



important mle on ST3 induction. Ow daîa provide mer evidence that stromaVcancer 

i n t e d o n  as well as s t m d  and cancer cell phenotypes are important in the regdation of 

ST3 production implicated in the brcast cancer progression. 
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Figure 1. Reptesentative fields of radioisotopic in sihr hybridization of Sn expression. 

(a): The direct coculture of F9846 stroma1 al ls  with MCF-7 cells identified by anti-EMA 

mAb (brown color) nconstituteâ a mimic tumor tissue structure in vitro (~200); (b): 

Fibroblast-like cells ('9846) were identified by anti-vimentin mAb (brown wlor) ) in the 

reconstituted sûucture of coculture (x2ûû); (c): Some myofibroblast-like cells were identified 

by anti-human a-smooth muscle actin mAb (yellow color) (~200); (d, g, & j): Varying levels 

of strornai expression of Sn mRNA by some primaq breast carcinomas (d: T9846, g: 

T12820, j: T14700) (~200); (e, h & k): A very weak or negative ST3 level in purified tumor- 

associated fibroblasts (x 200) isolsted fiom original cancer tissues (e: F9846 nom T9846, h: 

FI2820 fiom T 12820, k: FI4700 fiom T14700); (f ,  i & 1): Stroma1 expression of ST3 mRNA 

was recovereâ in some tumor-associated stromal cells by the coculture with MCF-7 cells, and 

this expression sxists only in the stromtl cells located in strorndepithelial intedace (f: F9846, 

xZOO, i: F12820, xZOO). However, not al1 tumor-associateci stromd cells gave response to 

tumor cell stimulation, F MO0 (l, x 100) gave merel y this responsiveness. This difference of in 

vitro responsiveness seems to correspond with the in viw difkence of ST3 expression. (m. n 

& O): Stroma1 expression of ST3 mRNA in primary carcinoma T573 (m. x100). Culture of 

mixed cells tiom the same digested tumor led to a relocation of tumor and stroma1 cells on the 

culture slide forming spheroid epithelial cancer colonies wrounded by monolayer fibroblasts 

with well defined interface (n, ~100). Mer  relocating dl mixed tibroblasts and cancer cells, 

ST3 overexpression was induccd ody in fibroblasts relocated close to the cancer colonies (O, 

~100). 





Figure 2. ST3 mRNA expression by diffcnnt t umor -da tcd  stroma1 cells. 

(a, b & c): Smmal expression of Sn mRNA was recovcrd in F9846 tumor-associated 

fibroblasts (xlûû) by the coculture respectively with MDA-MB-23 1 (a), SK-RB -3 @), ud 

MCF-7 (c); (d): The direct coculture resulted also in Sn protein expression (F9846 with 

MCF-7), and the positive Sn cells were located in close contact with cancer ce11 colonies 

(~200); (e & f): Coculhin of F9846 fibroblasts with MCF-7 cells: the overexpnssion of 

protein (e, xlûû) or Sn mRNA (f. x100) by stromd cells w m  not evidently modified by the 

administration of anti-bFGF mAb (e) or bFGF (9; (g): Weak and focal positive signal of ST3 

protein expression was also o b m e d  in the coailture of s t r o d  cells @9846) with M G W 4  

cells (~200).  (h): No expression of ST3 protein in stromal cells (F9846, x200) cocultivated 

with keratinocytes; (i & j): No expression of ST3 mRNA in stroma1 cells cocultivated with 

l84Al cells (i, x100) or normal mammary epithelial cells 0, x100); (k): Control hybridization 

with sense probe in the mculture of F9846 fibroblasts with MCF-7 cells (~100); (1): A weak 

expression of Sn mRNA was observed in NSF cocultivated with MCF-7 cells (~200). 
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Figure 3. Stroma1 expression of ST3 mRNA by indirect coculture. 

(a): Optirniution of PCR condition for 8-actin amplification. The amplifieci products with 

radioactivity was separatecl on 6% polyaaylamide gels and the Ievel of expression was 

documented by ImageQuaNT. Log-log plot of RT-PCR produa versus initial amount of input 

cDNA showing a linear distribution. The inputting of cDNA at 1 :64 and 1 : 128 dilutions was 

situated in the linear range and chosen. 

@): Effect of Sn induction by cancer cells by indirect coculture with Transwell for 4 days. 1 

& 6: T12499.2 & 7: F4059 stimulated by MDA-MB-231,3 & 8: F4059 stimulated SK-BR-3, 

4 & 9: F4059 stimulated by MCF-7, 5 & 10: F4059 only. The radioactive gels were exposed to 

phosphor screen, scanned and analyzed using ImgeQuaNT progrsm. The 8-actin 

amplification w u  done with 1 :64 dilution of inputting dlNA 

(c): The same results were obtained also by cultures of those fibroblasts with the conditioned 

medium from cancer cell lines. 1 & 7: F4059 oniy in culture for 2 days, 2 & 8: F4059 in 

culture for 2 days with MCF-7 conditioned medium, 3 & 9: F4059 only in the culture of 4 

days, 4 & 10: F4059 cultivated with conditioned medium MCF-7 for 4 days, 5 & 11: T12499, 

6 & 12: F4059 in culture with bFGF. The gel was staind with ethidium brornide and the p- 
actin amplification was done with 1 : 128 dilution of inputting dlNA 

(d): The results of indirect cocultun for 4 days with MCF-7 by Transwell. T12499: positive 

wntrol; F: tumor-associated fibroblasts. The badin amplification was done with 1:128 

dilution of inputting c D W  



VALEUR PRONOSTIQUE DE LA CATHEPSINE D STROMALE 

DANS LE CANCER 



AVANT-PROPOS. 

Le rdle de la cathepsine D stromale comme facteur pronostique dans le cancer du sein a et6 

initialement démontré par le Dr. Têtu et son équipe en 1993. Cette étude a en effet démontré 

pour la première fois que la cathepsine D stromaie et non tumorale infiuençait la progression 

du cancer du sein. 

Ce chapitre présente une étude clinique qui a confirmé la relation entre ['expression de la 

cathepsine D stromaie et la suMe à long tenne chez des patientes porteuses de cancer du sein. 

Cet article a été publiC dans la revue Breast Cancer research and Treatment (Breast Cancer 

Res. Treat. 55(2) : 137447,1999). 



En 1993, on a ddrnontd pour la premién fois que La cathepsine D stmmaie était associée la 

progression du cancer du sein. Par la suite, plusieurs études ont confirmé ces observations. 

Dans une séries de 1348 patientes porteuses de cancer du sein avec une période de 

surveillance i long terme 05.2 ans), on a trouvC une association entre l'expression de la 

cathepsine D stromde et la rdcidive de la maladie et la survie de ces patientes. Les résultats 

montrent que I'expression de la cathepsine D par des ceilules stromales et non les cellules 

tumorales corde significativement avec un taux ClevC de récidive précoce et un faible taux de 

suMe. De plus, l'expression de la cathepsine D stromale conele avec d'autres protéases 

(stromClysine-3, gélatinase A et uPA) par les mêmes cellules stromales. Le résultat confinne 

le r81e de la cathepsine D stromale dans le cancer du sein. 
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ABSTRACT 

Bac-: This study was aimed at investigating the influence of cathepsin D (CD) 

expression by cancer cells and stromal cells on breast cancer prognosis. 

Methode: This is a study of 1348 node-positive (NPBC) and node-negative (NNBC) breast 

cancers diagnosed ôetween 1980 and 1986 and with a minimum follow-up of 5.2 years. CD 

expression was assessed by immunohistochemistry on archival material using a polyclonal 

antibody. The expression by cancer and stromal cells waa assessed sepantely and correlated 

with distant metastasis free (DMFS) and overall suMvd (OS). 

Resultg CD was expresseci by cancer cells in 38.9?!% of cases and by reactive stromal cells in 

43.6%. CD expression by reactive stromal cells, and not cancer cells, correlated significantly 

@< 0.05) with fmors of poor prognosis by cancer cells such as poor histologie and nuclear 

grades, DNA-aneuploidy, c-erbi32 expression, lack of estrogen and progesterone receptors and 

abnormai p53 expression. A strong association w u  alw found with expression of other 

proteases (stromelysin-3, gelatinase A and urokinase Plasminogen Activator) by these same 

reactive stromal cells. CD expression by cancer cells did not predict DMFS or OS but, by 

univ~*ate analysis CD expression by reactive stromal cells was associateci with earlier 

recurrence and shorter survival in NNBC (p=û.0425) and NPBC patients submitted to 

adjuvant chemothenpy QM.0234). However, CD expression by reactive stromal cells 

remained a significant preâictor of recurrence by multivariate analyses in a subgroup of NPBC 

submitted to adjuvant chemotherapy only. 

concluSion.% & d l ,  these data support the concept that protease production by reactive 

stmmal cells is unda the stimulatov influence of cancer cells. CD expression by stromal 

cells was however not found to be a significant pmgnostic factor. 



Introduction 

Although ment litmture regards cathepsin D (CD) as a wntroversiai prognostic factor 

(Ravdin et al., lm), initial midies using Enymçlinked immunosorbent (ELISA) assays 

suggested that CD ovcrexpression by brcast cancer might k a strong predictor of those 

patients at high risk of relapse (Duffy et al., 199 1; Romain et al., 1990; Spyratos et al., 1989; 

Tandon et uL, 1990). However, data published by immunohistochemistry were controversial 

from the very beginning and most studies did not find any relation between CD expression and 

outcome @ornagala et al., 1992; Kadalait et al., 1993). One shidy even one obtlined a 

better prognosis with CD overexpression (Henry et al., 1990). Most of those studies were 

however evaluating the prognostic role of protease expression by cancer cells only without 

paying attention to the role of CD mpressed by stroma1 cells. 

We demonstrateci for the first time tht, by assessing sepintely CD expression by cancer and 

reactive stroma1 cells, CD expression by stroma1 alls  only predicted patients outcome (Têtu et 

a . ,  9 9 3 ) .  Since then, three different stuâies by three different groups reported similar 

findings on both nodepositive and node-negative cases (Joensuu et al., 1995; Nadji et al., 

1996; O'Donoghue et al., 1995). 

This prompted us to study the long term prognostic influence of CD expression of cancer and 

reactive stromal cells on a large cohort of nodepositive (NPBC) and node-negative (NNBC) 

breast cancer patients. 

Materiai and methodr 

Population 

The patients included in this study met the following criteria: 1) they had node-positive or 

node-negativc diseue proven by histologie examination of axillary lymph nodes, but with 

absence of distant m i s  at diagnosis; 2) they h d  hormone nceptot assays performed at 

the @Centre de Recherche en CancCrologie de I'UnivctsitC Lavai* at L'HM-Dieu de QuCbec; 

3) the surgery for bmst carcinoma wu performed between the 1st January 1980 and the 3 1st 

D e a m b a  1986; the follow-up of surviving patients was anilable at least until the 1st July 

1993. 



Clinical information was obtained fiom the patients' charts by experienced research nurses. 

The tumor size, number of examined and positive lymph nodes were obtained fkom the 

pathology reports. nie histologic types dong with the histologic and nuclear grades 

(acconling to Fisher et al. (Fisher et d, 1984)) were reassessed by one of us (B.T.). 

Immunohi~tochemirt y 

Imnohistochemical studies were perfomcd on a representative section of formalin fixed- 

paraffin ernbedded breast carcinomas. In each case, a 5 micron section stained with 

hematoxylin and eosin was followed by 10 unstained sections for immunohistochemistry and 

2 to 4 50 micron sections for DNA flow cytometry. A final 5 micron fixed section was stained 

with hematoxylin and cosin to insure the pessistence of cancer despite the large number of 

sections performed. 

The immunohistochemical study was performed using the avidin-biotin complex (ABC) 

method as described by Hsu et al. (Hsu et aL, 1981). Briefly, 5 micron unstained parafiin 

sections were depiinftiinized, rehydrated in graded alcohols and incubated for 15 min with 

normal serum. The sections were incubated overnight at 4OC with a rabbit polyclonal 

primary antibody to cathepsin D (Novo«istra Laboratones, Newcastle upon tyne, England) at 

a dilution of 1/150. The immunostainhg was followed by a biotinylateâ secondary antibody 

and the ABC uimplex w o r  LPboratories, Burlingame, CA). The reaction was finally 

revealed with the use of 3-3' Diaminoknzidine @AB) and the sections were counterstained 

with hematoxy lin. 

The sections were rcviewed by one of us (B.T.) without knowledge of the clinical and other 

histopathologic information. The relative number of positive cells (Ph, 10-50% and 

>SV!%) was also recorded. As defined in our pmious publication (Têtu et al. 1993) and by 

othen (Nadji et al. 1% CD expression comrponded to the expression of more thui 1û?? 

cells for the markm. A breast cancer with known stmng cathepsin D expression was used u 

positive control whüe negative contid wu oôtained by nplacing the primiry antibody by 

n o d  m m .  In addition to cathepsin D atpmsion, immunostaining to p53 (Signet U s ,  



Dedham, WSS; ID Iabq London, Ont., dilution: 1/50), the Heat-shock protein of 27 kDa 

WSP-27, Hu27, Dr. Jacques Landry, Hdtel-Dieu de Qu&bec, dilution: 11200). c-erbB-2 unton 

Biosciences, Alameda, CA; dilution: 11 15) w u  a h  pdormed. For each antibody, positivity 

was defined by the presence of at least one cell expressing the marker. P53 expression was 

nuclear, c-erbB-2 wrs membranous and HSP-27 was cytoplasmic. 

Flow cytometry 

DNA flow cytometric analysis was pesfonned in dl cases on fomislin fixed-paraffin 

embedded tissues using the method dehbed by Dressler et ai. (Dressler and Bartow, 1989). 

Ploidy and SPF were detennined on single parameter histograms with the use of rnodify@ 

(Venty Software House inc., Topsham, ME). Debris were excluded with the use of the 

"Single Cut" algorithm. GO G1 and G2 M were defined from a Gaussian c w e  while SPF was 

evaluated with the trapezoid model. Ali cases with a coefficient of variation (CV) exceeding 

8% were excluded and the CV averaged 6.1% (range: 2.5 to 8.0"?). 

Hormone necptor usays 

Estrogen and progestemne receptor masurement was pedormed using the hydroxylapatite 

method (Erdos et al, 1970). Positivity was defined by hormone levels above 10 EmoVmg 

proteins. 

In sirw Hybridirrtion 

The expression of stromeiysin-3, gelatinase A and urolDnase plasminogen activator was 

evaluated by In sifv Hybridization using the rnethod of Wolf et al- (Wolf et ai*, 1993). 

Stitistkil anaîysir 

DMFS and OS aiwes wcn obtained according to Kaplan and Meier (Kaplan EL and Meier P, 

1958). n i e  diffacnce betwcen the curves w u  asscsscd using the log-nnk test (Annitage P. 

1991). Cordation betwcen CD immunoscrining and o h  rwgnued prognostic variables in 

breast cancer w u  dctamined by the Chi-square test (Armitagt P. 1991). The Cox 

proportional mdtiwiate anaîysis w u  u d  to evaluatt the relation of CD expression with 

DMFS and OS adjusthg for other known or suspectcd ptognoatic factors (Cm D.R., 1972). 



The Cox proportionil h u u d  mode1 w u  uscd to evalulte the dation of protase expression 

with recutrence and death adjudng for otha known or suspected propostic fàctors. Hazard 

Ratios (ER) for the occurrence of distant met- or death of patients with or without 

marker expression were obtained by univariate and muhivariate analyses. HR compare the 

rate of tumor remmence or death of patients whose tumot expressed a protease to those whose 

tumor did not express the marker. 

b u l t s  

Population 

A total of 1469 patients were eligible for this study. Of those, the analysis has been performed 

on 1394. The other cases were excluded because the staining was not interpretable or the 

tissue did not stick on the slide. Furthermore 46 patients were excluded because they were 

lost to follow-up and were fkee of recurrence at last follow-up. Of the 1348 remaining 

patients, there were 84 1 NPBC and 507 NNBC. Of the NPBC, 2 14 (25.4%) received no other 

treatment than local radiation therap y following surgery. Adjuvant chemotherap y (mostl y 

with cyclophosphamide, methotmate and 5-fluorouracil) wu given to 243 (28.9%), adjuvant 

honnone therapy (tamoxifen) to 190 (22.6%) and 194 (23.1%) patients received a combination 

of chemotherapy and honnone therapy. At diagnosis, the age ranged fiom 22 to 92 years 

(average: 57 ycars). The follow-up of surviving patients ran8d fkom 5.2 to 14.7 years and 

averaged 9.8 yws.  Forty-six patients were lost to follow-up. At 5 years, 8 Wl347 (60.3%) 

of the patients were fia of disease. 

Tumor characteristics 

Most tumon (1 162) were invasive ducul carcinomas (86.3%) and, in the NPBC category, 1 to 

43 lymph nodes wcre involved at dMgnosis (man: 5.3). The first reaimnce was local in 

12.2% of casa, regional in 4.2% and to distant o r p  in 33.6%, mody to bones, liver and 

lungs. 

Catûepsin D immunostaining 

Of the 1348 ureq cancer cells expressecl CD in 524 (38.9%) while reactive stroma1 cells 

showed positive immunostaining in 587 (43.6%) cases (figure 1). The immunostaining was 



present mostiy in stromal cells with morphologic feahuea of macrophages located close to the 

tumor fiont. 

Comlation with o t h u  proposUc factoton 

Tables 1 and 2 summarize the relation between CD immunostaining by cancer and stromal 

cells and other well recognized pmgnostic fmom in breast cancer. CD expression by cancer 

cells was associated with HSP27 expression only @<0.001). However, overall, CD 

overacpression by fautive stroma1 cells was significantly associated with lack of hormone 

recepton, poor histologie and nuclear grades, ductal carcinoma subtype, aneuploidy, and c- 

erbB2lneu oncoprotein, p53, HSP27, Strornelyrin-3, Gelatinuc A and urokinase expression. 

Stromelysin-3 and Gelatinise A expression were significantly associated with CD expression 

by stromal cells in NNBC only. 

Corrthtion with survivrl 

No association was found between tumors whose cancer cells expresseci CD and sunival, 

regardtess of the stage of the disease (fig. 2). Howcver, by univariate analysis, CD expression 

by reactive s t r o d  cells w u  significantly associated with a poorer DMFS in NNBC (fig. 3) 

but not in NPBC (fig. 4) breast cancers. In NPBC, the association between CD and DMFS 

WM significant only for patients submitted to adjuvant chemotherapy (fig. 5). By multivariate 

analyses, the HR of developing maastsses or dying of the disease in patients with NNBC was 

3W greater for those with CD expression by rmctive stromal cells but CD expression by 

stromai cells (Table 3) was not an independent factor of fecurrence in this subgroup of patients 

(CI: 0.923-1.181 1; p=û. 135). In NPBC submitted to aâjuvmt chemothenpy, the HR was 

37.h p a t e r  for patients with CD expression by rcactive stroma1 cells (Taôle 3) .  By 

multivariatc anaiysiq the difference of risk of developing metastases bctwan cases with and 

without CD expression was not significant (CI: 0.975-1.938; pP0.0697). The HR of 

developing recumnce wu however 7WA pater for CD positive tumon, bqpnning two years 

aftcr the diagnosis ud remained statistidly significant by multivariate analysis (CI: 1.098- 

2.654; p==û.0175). 



Discussion 

This study cordimi our pcior findings (T'êtu et d, 1993) and adds aronger &dance that CD 

expression by reactivt stroma1 alls ad not cura cells is associated wiui most factors of 

poor prognosis by cancer cells. By univariate analysiq we also confinned our prior findings 

that CD expression by stroma1 cells, but not caacer d l s ,  was associateâ with recurrences in a 

subgroup of NPBC patients treated by adjuvant chemotherapy and we add new information on 

NNBC. Three ment publications (Joensuu et al., 1995; Ndji et al., 1996; ODonoghue et 

uL, 1995) confirmed the prognostic role of reaaiva stromal cells. Those findings explain most 

immunohistocheMcai studies published to date which focuseâ on CD expression by cancer 

cellq disregarding the influence of CD expression by reactive stroma1 cells, and which faileû 

to significantly relate CD expression with prognosis (Castiglioni et al., 1994; Charpin et al., 

1993; Domagala et al*, 1992; Kandalaft et al., 1993; Ravdin et al., 1994; Winstanley et al., 

1993). In fact, one immunohistochemical study found a prognostic advantage with cancer cell 

CD expression Wenry et aL, 1990) whereas another wnelateâ significantly CD expression by 

cancer cells with a poor prognosis (Isola et al., 1993). Our findings explain at least in part that 

most studies using cytosolic assays consistently related a high cathepsin D level expression 

with a poor prognosis ( D u e  et al., 1991 ; Romain et al., 1990; Spyratos et al., 1989; Tandon 

et ai., 1990). 

However, most recent literoture and OUT own axperience show that CD is not a major 

prognostic factor. Initiai data published by Tandon et al. using Western blotting and a 

polyclonal antibody rrported CD as the strongcst variable of relapse and s u ~ v a l  (Tandon et 

a', 1990). Those data wae later revisited using Westem blotting and immunohistochemistry 

with a monoclonil antibody and the prognostic rok of CD wu no more significant (Ravdin et 

al., 1994). TI# use of a different antibody cannot explain as such the lack of correlation 

between these two studies since the levels of CD expression by Western blot and 

immunohistochernisüy using the monoclonal antibody eomelatd with each other and since 

CD levels m e a d  by Western blotting with two différent (polyclonal and monoclonal) 

antisem dso correlateâ (Rivdin et al., 1994). 

Our multivuiate d y s i s  c o n t h s  our prior study (Têtu et d,  1993) tht significantly dates 



CD expression by rcactive stromal cells with prognosis in the subgroup of NPBC mbmitted to 

adjuvant chemotherapy, but only iAes two ycars of follow-up. This sugsests that tumors 

whose stromal cells füled to express CD better responded to adjuvant chemotherapy. It is 

interesthg to note that CD expression by stromal a l ls  correlates with HEWneu expression 

by cancer celle, which is thought to be linked to dmg resistana (Ravdin and Chamness, 1995; 

Tetu and Brisson, 1994). However, a similar correlation was found by univariate analysis in 

NNBC while no patient received any adjuvant therapy. Additional studies are clearly needed 

to better understand the rote of CD on breast cancer behavior. 

Our data strongly suggest that protease expression by reactive stromal cells is a response to a 

stimulation of cancer cells on reactive stromal cells. They show that protease expression 

cornlates with several markets of poor prognosis by cancer cells. Interestingly, Roger et al.. 

(Roger et UA, 1994) demonstrated that CD is mostly produced by macrophages close to cancer 

cells and Pupa et d. (Pupa et al., 1996) reporteâ, in a phenotypic analysis of the leukocytic 

infiltrate, a preponderance of macrophages in high-grade or c-erbB-2 positive tumors. 

Furthemore, Leek et ai! (Leek et al., 1996) reported that an increaoed macrophage count was 

an independent marker of poor prognosis. The strong association of CD expression with three 

other proteases known to be overexpressed essentially by rsective stmmal cells confirms that 

proteases produccd by r d v e  stroma1 cells are under a cornmon stimulatory infiuence. 

In vitro stuclies confinned that protease production is at least partly under a paracrine influence 

of cancer alls. For example, Gelatinase A activity by fibroblasts was enhanced in the 

presence of MDA-MB 231 or SKBR3 cells, which are known to have a strong invasive 

potential while MCF-7, a Iess invasive ce11 line, had only a weak influence (Noel et al., 1994). 

Furthennore, the human MCF-7 breast adem>wcinorna tells, but not nom1 mammary 

epithelial cells, incnued the production of pro-MMP-1.2 and 3 and TIMP-1 by human normal 

d d  tibroblasts (Ito et aL, 1995). 

The exact mechanism by which cancer cells induce protease pdudion by stromal cells is not 

cleirly elucidrteâ. Howevex, a 58 kDa pluma mernbnne glycoprotein produced by cancer 

cells h s  k e n  found to induœ d l a g e w e  1 and gdatinise A expression (Biswu et al., 1995). 



This shows that certain cancer ceils may aynthesiw a numbu of diffisible fàctors 4 t h  a 

stimulatory iduena  on protease production by stromal dl s .  

Our data c le~ly indicate that reactive mmil alls are not a Maion of the host aimed at 

preventing the progression of the dis-. ûtha stroma1 elements were found to correlate with 

prognosis in biust cancer. Angiogenesis w u  mcntly identifid as a major actor in breast 

cancer behavior (Gasparini and Homs, 1995; Weidner et ai., 1991) and a protease produced 

by stroma! cells, uroknase plasminogen activator, was found to be significanfly associated 

with this factor (Hildenbmnd et d, 1995). Although the exact role of stroma1 cells is not 

clear, it is however evident that those cdls do not pmtect the host against the aggressive 

potential of the dis-. 

We wnclude that CD expression by reactive stromal cells, and not cancer cells, is associated 

with factors of poor pmgnosis by cancer cells, suggesting that CD production by the former is 

under a paracrine influence of the latter. CD was found, howeva, to be a weak prognostic 

marker. 
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Figure L. Immunohistochemicai staining of cathepsin D 1 imited to cancer cells (a) or 

reactive stroma1 cells (b). 



Figure 1. DMFS of patients with node-negative and node-positive disease according to 

irnmunostaining for CD by cancer cells. 

Figure 3. DMFS of patients with node-negative disease according to icnmunostaining for CD by 

reactive stroma1 cells. 



Figure 4. DMFS of patients with node-positive disease according to immunostaining for CD by 

reactive stroma1 cells. 

Figure 5. DMFS of patients with node-positive disease who received adjuvant chemotherapy 

according to immunostaining for CD by reactive stmmal cells. 



Table 1. AmocWon of CD -*on by cancer cella and mognizcd progmtic firctors in breast cancer 

F-r Al1 cases N-tive Nodclnegativc 
N fi) P N (9Q P N (96) P 





Table 3. Hazard Ratios for distant metastases or death of bnast cancers with CD expression by 

readve stroma1 cells, 

Al1 patients 1 .O83 (0.93 1-1.260) 0.2995 1.101 (0.938-1.292) 0,2410 

NNeC 1.383 (1.010-1.894) 0.0435 1.293 (0.923-1.81 1) 0.1351 

NPBC 1 .125 (0.945-1.339) 0.1849 1 .O58 (0.88 1-1.270) 0,549 1 

NPBC chem 1 A50 (1 .050-2.004) 0.0242 1.374 (0.975-1.93 8) 0.6970 

O - 2 m '  1.168(0.703-1.940) 0.5494 0.970(0.557-1.687) 0.913 1 

2-1 O YFU 1.687 (1.109-2.565) 0.0 145 1.707 (1 .098-2.654) 0.0 175 

* Adjusted for Lymph node invasion, histologie and nuclear grades and hormone receptors. 

** Years ofFollow-up 



LA PRODUCTION DE LA CAmPSINE D 

PAR LES CELLULES STROMALES A S S ~ E S  A LA TUMEUR MAMMAIRE 



Le rôle de la cathepsine D dans la progression du cancer mammaire demeure controversé à ce 

jour. DiffCrents r6aultats contradictoires rendent 19utilisition difficile de cette protéase comme 

facteur pmnostique. 

Ce chapitre présente une Chide in viho portant sur la production de cathepsine D par des 

cellules stromales cocuttivées avec des cellules mcénuses mammaires. Cet artlCcle a été 

soumis pour fin de publication dans la revue Human Pathology. 



Utilisant une wculturc in vitro des cellules stromales purifiées de carcinomes mammaues avec 

des lignhs cellulaires de cancer du sein, nous avons observé pour la premiére fois la 

produdion de cathepsine D par les cellules stromales en prbsence de cellules cancCreuses 

mammaires. Par wcuiture directe et culture avec milieu conditiomé de cellules cancéreuses, 

on observe une augmentation de l'expression de cathepsine D dans les cellules stromales. 

L'analyse par West- blot montre que la cathepsine D augmentée dans les cellules stromales 

est toujours sous sa forme mature. Ces résultats encourageants devront être complétés par des 

cocultures tridimensionnelles et de recherches au niveau de la transcription. 
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Abstract 

Despite conflicting results, the prognostic value of cathepsin D in breast cancer patients 

revded by different studies of large series suggests that this enzyme play an important rote in 

breast cancer invasion. We recently showed that therapeutic outwme was significantly 

asmciated with cathepsin D expression by s t r o d  cells and but not by tumor cells, indicating 

umegligible rote of stromal cathepsin D contributeci to this cancer progression. In order to 

investigate if stromal cathepsin D production is changed in cancer situation, we have analyzed 

the cytoplasmic cathepsin D in tumor-associated fibroblasts purified from pnmary beast 

carcinomas in the presence of breast cancer alls MDA-MB-23 1, SK-BR-3 and MCF-7. By 

cocultivating tumor-associated fibroblasts and breast cancer cells in vitro, the cathepsin D was 

analyzed using sarne method as that u d  in our published clinical studies. The cathepsin D 

was found elevated in stimulateci tumor-associated fibroblasts in simple non-glycosilated 

mature fom. No precunor wu found elevated in tumor-associated or normal fibroblasts by 

cancer ce11 stimulation in any case. The m l t s  conf~rm the inductive effect of cancer cells 

over expression of cathepsin D in tumor-associated fibroblasts. Further study should be focus 

to elucidate whether this elevated stromal cathepsin D could be implicatd directly in the 

degradation of extracellular matrix. 

Introduction 

The place of cathepsin D as a prognostic factor has been well discussed in clinical research of 

the human breast cancer (sec rwiew (Westley and May, 19%). The cathepsin D was reported 

to k an independent prognostic marker in womcn with stage 1 breast cancer (Rochefort, 1990; 

Spyntos et al., 1989; Tandon et al., 1990; Thorpe et al., 1989). Despite discrepancies of 

results and different unalytic methods used, some recent studits with large population repoited 

and confhed prognostic value of cithepin D in breast cancer patients (Ferrandina et al., 

1997; Foekens et al., 1999; T b  et d, 1999). Ovcrexpttssion of cytosolic cathepsin D of 

-or tissues (Fermndina et al., 1997; Foekas et al, 1999) or the cathepsin D by mmal 
cells (Têtu et al., 1999) in the tumor tissues wae respectively to comlate with breast cancer 

progression and poor s u ~ v d  rate of patients, indicating that cathepsin D participates in breast 

cancer invasion by degnding extraceliulu ma* 



Principally, two dirtinguished methoda arc u d  in CIfhepsin D pmgnostic value analyses in 

breast cancer: d y s i s  of cytosol of total tumor tissue or anaiysis of cathepsin D in different 

ce11 types by immunohistochemistry. The anaiysis of cytosol of total tumon by Western Blot, 

IRMA and ELISA measures total cathepsin D in tumor tissue including smted precursor by 

cancer cells and the cathepsin D by both cancer and stromal cells. Secreted cathepsin D 

precursor has been considered one specific pattern of cethepsin D for breast cancer (Rochefort, 

1990). It is reported that secreted precursor can be autoactivated into a 5 1 kDa cathepsin D at 

acidic pH 4,s and this 5 1 kDo cathepsin D cm digest extcacellular matnx in vitro (Briono et 

d, 1988). Although acidic pH microenvironment may be cnated in cancer situation, one in 

vitro study fails to show association of secreted cathepsin D by several breast cancer ce11 lines 

with invasiveness (Johnson et al., 1993). In fact, extracellular proteolysis by secreted 

cathepsin D in extracellular matnx may not be only extracellular matrix degradation pattern of 

cathepsin D. The phagocytose, endocytose by large acidic vesicles (Montcoumer et al., 1990) 

in breast cancer ails, es well as internalization of secreted cathepsin D by cancer and stromal 

cells (Lwrent-Matha et ai., 1998; Rochefort and Liaudet-Cwpman, 1999) were also observed. 

Moreover, phagocytose and endocytose are rsther acfivities specific to macrophages, 

monocytes and polynuclear neutrophiles, iis phagocytic ancet cells seem rare (Spivak., 1973). 

Immunohistochemistry approaches with sepante d y s e s  of cancer or stromal ce11 cathepsin 

D was initiated in 1993 (Têtu et al., 1993), when some other studies have produced wnflicting 

results regarding prognostic value of the cathepsin D in breast cancer patients (Domagala et 

al., 1992; Ravdin et a&, 1994). Some authors even reported good correlation between the 

expression of cathepsin D in the tumor tissue and increased suMval (Henry et al., 1990). 

Although this method role out the putative secretcd cathepin D in the anolysis, the approach 

p d t s  to analyze the cathepsin D by different ce11 types nsponsible for poor progoostic. In 

fact, by this method, some separate groups have found and respectively confimicd stromd ce11 

cathepsin D associatd with breuit cancer progression (Godez-Vela et al., 1999; Jansuu et 

d, 1995; Nadji et al., 19%; ODonoghue et al., 1995; T b  et ol., 1993; T h  et al., 1999; 

Visscha et d,  1993). If intracellulu phagocytose and endocytose, as well as intemdization 

of sccreted deps in  D are principal pattema of cathcpsin D protmlytic fiinction, these events 

cui k identifieci Jso by cellular anrlysis with irnmunohistochemistry. 



The fàct that cathepsin D by stmmd cells are associatecl with tumor progression puts a 

question for us: do cathepsin D of stromaî cells promote cancer progression or do stromai cells 

have more impoxtant phagocytose or endocytose activitim by cathepsin D in a malignant 

situation of breast cancer? It is known now that cancer invasion can be considered as a tissue 

remodeling proass that involved a proteolytic degradation of extracellular matnx in the 

sumounding normal but tumor-associatecl tissue. Most of the components regulating 

proteolysis are made by nonmalignant stroma1 cells and not by the epithelial cancer cells in 

invasion of breast cancer ( J o b n  et al., 1998). To date, no in vitro audies have been reported 

in this aspect. In order to investigate if stroma1 cathepsin D can be over-produced in the breast 

cancer, we have anaiyzed the in vitro production of cathepsin D by normal or tumor- 

associated fibroblasts wcultivated with breast cancer cells. This is a first report. 

Mittriria and mttbods 

Stroma1 cells 

The fibroblasts used in this shidy were purified fiom three primary breast carcinomas and one 

normal mammary gland tissue. Table 1 shows the histological characteristics and clinical data 

of th= tissues sarnples. Briefly, fiesh sterile tissue specimens bom primary breast tumon or 

normal mammary tissue were obtained after surgical resection. The diagnosis of carcinomas 

was corifirmed by routine histopathologicd examination. The tumor tissue specimens were 

then trimmed and placed in Dulbecco's modifieci Eagle's medium @MEM) with antibiotics at 

4 O C .  Then, the tissue specimen was Mnced with crossed surgical blades into about 1 mm 

cubes and then digested with collagenase (0,14%) at 3t°C ovemight with shaking. The single- 

cell suspension was obtnined and the ce11 viability was determinecl by the trypan blue 

exclusion technique. 

Tumor-urociated fibroblasts were o W d  bom ai1 3 primary brcast cancers and the 

fibrobluts fkom n o d  tissue by seriai passages with their predominant ovcrgrowth in 

ailtum. Only cells obtUned between passage 5 and 10 were used for this study. Cells were 

maintaineû in DMEM with lû?? fail bovine saum (FBS). Cet1 lines were incubated at 37OC 

with 5% CG. The fibtoblastic natures of those cdls wae confinneci by their morphology, the 



expression of vimentin, and the absence ofcytokatins. 

Cancer ceU lintr 

Human breast cancer lines used in the study am MDA-MB-231, SK-BR-3 and MCF-7. Al1 

cells were maintained in DMEM with 10"/. FCS and incubateci at 37 O C  with 5% CO2. 

Direct coculture with c d  lin- 

2 x 10' fibroblasts were seeded in tk chamber slides (Nunc, Napewille, IL), 1 x 10' cancer 

ce11 lines were added when those fibroblasts were confluent. The cells were cultivated with 

DMEM plus 10.h FCS during 24 hn then washed twiw by stcrile PBS and cocultivated in 

DMEM during 2 to 4 days according to assay design. P d l e l  culture of same hunor- 

associatecl stroma1 ceIl without cancer cells semd as control. In the end of coculture, the 

chamber slides with cells were washed twice by PBS and store in -80 O C  until use. 

Indirect coculture 

Indirect coculture was performed using Transwell culture apparatus (Corning Costar, 

Cambridge, MA). 1 x 10' fibroblasts were first d e d  in the Iowa chamber and 24 hrs der, 1 

x 10.' epithelial ceIl lines in the upper chamba of the Transwell systems (0.4 pm pore size). 

The coculture was pdonned for the first 24 hn with DME and 10% FCS and then washed 

twice by sterile PBS and cocultivated for 2 to 6 days in DME without FCS in 5% Ca 
incubator- Parallel culture of same tumor-associated stroma1 ceil without cancer cells served as 

control. The coculhin w u  repeated in duplicate for each a l 1  line studied. 

Indirect coculhire w u  also perfonned by using daily changed conditioned medium. The 

conditioned medium was obtained by culturing cancer al1 lines in DMEM without FBS 

during 24 hrs. The culture media were collected and centrifiiged in 250 x g during 10 min. The 

supernatant was then s t o d  in 4OC until use. The coailture was dm repeated in duplicate for 

each ceIl line studied. 

Inmunocytwliemttry 

Tumor-lke cells grown on wverslips or chunber slides were washed in PBS for 5 minutes, 



fwed for 15 min a -ZO°C with cold methanol then quenched for 5 minutes in 0.3% Hz02 to 

block endogenous peroxidase activity. Mer washing with phosphate-buffered saline (PBS), 

slides were covcred with normal home serum during 20 minutes und incubated overnight with 

each monocloiul antibody at 4% Aftemards, dides were nnsed with PBS and exposed for 30 

minutes to a secondary biotinylated anti-mouse antibody. Mer another waah with PBS, slides 

were incubated with the andin-biotin-peroxidase cornplex (Vector laborstory, Burlingame, 

CA) and the reaction was reveaied with diaminobenzidine @AB). The coverslips and slides 

were finally countershined with Mayer's haematoxylin for 3 minutes and mounted in 

permount . 

Monoclonal antibodies used for epithelial markers were ~ti-epithelial membrane antigen 

(EMA) (Dako, Miusissauga, Ontario, Canada), uiti-human cytokeratin identifying cytokemin 

8 anû 18 (CAM 5.2, Becton Dickinson, Miwissaugua, Ontario). ûther antibodies used were 

anti-vimentin (Dako), anti-CD68 (Dm) and anti-human a-smooth muscle actin (Dako). 

Cathepsin D analysis was performed using double immunanyme labeling based on two 

separate, immunanzymatic procedures performed on the same slide containing the cells in 

culture. The technique consisted of two sequential immunohistochemical reactions in our 

study, and horseradish peroxidase with diaminobenzidine @AB) and alkaline phosphatase 

with new fuchsin substrate were used. The fint labling used anti-epithelial membrane antigen 

(EMA) @&O) at m m  tempera- for 1 h and the reaction with DAB gave brown color. 

M e r  the don with DAB, the slida wem tmated with pronase A for 15 Mn at rwm 

temperatun. After w h e s  with PBS and reblocked with normal horse mm, the slides were 

incubated o v d g h t  at m m  tempenaire with the rtcond immunolabeling antibody: anti- 

cathepsin D mAb ( A H ,  Oncogene Reseuch Produas, -bridge, MA). The slides were then 

washed and incubrted with phosphrtuc-oonjugated goat anti-mouse polyclonai antibody 

(Dako). The immunoreaction was findly daected by enzymatic rcaction with new ftchsin 

substrate, which gave the rd color. The slides wae countdned with Mayer's haematoxylin 

for 3 minutes anci mounted in Glycergcl @&O). 



Western blot anaiyria 

The cells in cultm were washed twice with ice-cold PBS, and the proteins were extracteci 

with lysis bd5er (150 rnM NaCl 1.W NP-40, 0.5% deoxycholic acid, 0.1% sodium 

dodecylsulfate and 50 m M  Tris pH 8.0) for 1 h at 4 O C .  The supematants were centrifigeci at 

10,000 x g for 30 min at 4 O C  and the quantity of the protein was measured using DC Protein 

Assay kit (Bio-Rad, Mississaugua, Ontario). Fifky ug of each protein extract were heated with 

f3-macrptoethanol, separateci by electrophomir in a l(r/i polyacrylamide gel and then 

transferred to nitrocellulose membrane (Amersham Pharmacia Biotech, Baie d'Urfé, Que bec). 

The membrane was soaked for 1 h in 5% non-fat dry rnilk then incubated at rmm temperature 

ovemight in Tris-buEered saline (TB S) containing anti-human cathepsin D polyclonal 

antibody (Ab-2, Oncogene Research Products, Cmbndge, MA) and monoclonal antibody 

(Ab-1, Onwgene Research Produds), washed d finally incubated with peroxidase- 

conjugated goat anti-rnouse polyclonal antibody (Jackson Immunoresearch, West Grove, 

Pemsylvania) for one hour at room temperature. Mer washes, antibody binding was detected 

by cherniluminescence (ltenaissanceR, N E '  Life Science Products, Boston, MA). Molecular 

weights of the bands were estimateci by their mobilities relative to known molecular weight 

standards. In the selective cases, membranes were incubateù by TB S wntaining secondary 

antibody labeled by 12'1 and the membrams were subjected to phosphor screen and then 

andyzed by ImageQuaNT (Moleculor Dynamics). The treatment with endoglycosidase was 

perforrned by incubation of 50 pg of protein sample with N-glycosidase F (Boehringer 

Mannheim, Laval, Quebec) at 3.6 ufml in extraction bu& ovemight at 37OC then heated with 

P-mercaptoethanol and sepmted by electrophoresis in a 1W. polyacrylamide gel as citeâ 

above. 

Results 

Al1 purified tumorderived fibroblasts were fibroblast-like cells in culture. The mesenchymal 

ongin of fibroblast-likc cells purified bom pcimary brust carcinomas and that of fibroblasts 

puif id &om the normal bremt tissues weie cordimnd by the iack of human cytokedn 

apmsions (8 & 18), prc~tnce of vimentin and their qindle-ce11 morphology (Fig. la). 

Unexpectdly, i m m u n o d o n  was positive for CW8 (KP1) in ail cases (Fig. Ib). 



In the direct coculture assay, cell proliferation resuited in a reconstituted structure reminiscent 

of the tumor seen on the original section. In general, cancer epithelial cells formed colonies, 

surroundcd by a monolayer of fibroblasts. The epithelial cancer cells were identified by anti- 

EMA mAb. The expression of intracellular cathepsin D in epithelial cancer cells was masked 

by brown color due to reaction by horseradish peroxidase with diaminobenzidine @AB). 

While stromal cathepsin D was identified as red wlor due to enzymatic reaction with new 

fuchsin substnte (Fig. lc). 

Intercellular Cathepsin D expression w u  weak or absent by immunocytochemistry in 

unstimulateci tumor-associated fibroblasts purified and isolated from each primary tumor (Fig. 

Id). M e r  direct cocultun with malignant cancer cells, immunocytochemical analysis showed 

that in tumor-associated stromal cells or nonnal skin fibroblasts, intracellular cathepsin D was 

ovetexpiessed. In each positive case, cathepsin D expression was observed in fibroblasts 

located not only in close contact but remote with cancer cells and colonies. Al1 stromal 

positive signals were d and granular representing cytoplismic/lysosomaI cathepsin D. This 

over-cxpnssion of cathepsin D after the coculture with cancer cells w u  found in three tumor- 

wciated stromal cdls as well as in the non-tumor-llssociated mammary stromal cells. 

Among three cancer cell lines, MDA-MB-23 1 and SK-BR-3 have induced over-expression of 

cathepsin D in each stroma1 ce11 lines used, while MCF-7 has induced only in one tumor- 

associated stromal ce11 line. The representative results are shown in Figure 1. 

Western blot showed that in himor-cusociated stramal cells and nonnal marnmary fibroblasts, 

there was a base of cathepsin D principally in mature form, while in cancer ceIl lineq both 

mature form and prccmor wcre acpnssed (Fig. ?a & 2b). Al1 natural cytoplumic cathepsin D 

is in fonn of N-glywsilation, this is shown by trcatmcnt with N-glycusidase F (Fig. Zb). 

Cherniluminescence methd w u  used in the initial assays and gave o h  a band in about 38 

kDa. 

By culture with conditioned d i a  of cancer ce114 auhepsin D in the s t r o d  cells were found 

changed, nsuhing in ovc~cxprtssion of intnaUular cathepsin D in mature fonn by Western 

blot analysis (Fig 3a). The maximum change was in 6* days of ailaire (Fie. 3c). No evidtnt 



precunrot was found .&r culture with conditioned medium. Howeva, by indirect coculaire 

with Transwell, only a rninor change of cathepsin D expression was obsennd (Fig. 3b). 

Dùcursion 

Prognostic value of cathepsin D is an undefined issue in breast cancer research work. Despite 

difEerent methods used, its prognostic value has ban  reported to be associated with either total 

cytosolic enzyme in tumor tissue Qerrandina et aL, 1997; Foekens et al., 1999; Spyratos et al*, 

1989; Thorpe et ai!, 1989), or with stroma1 ce11 cathepsin D (Gonzalcz-Vela et al., 1999; 

Joensuu et al., 1995; Ndji et a%, 1996; OPonoghue et ol., 1995; Têtu et d, 1993; Têtu et al., 

1999), or cancer ce11 cathepsin D (Isola et uL, 1993), or both stroma and malignant ce11 

cathepsin D (Visscher et al., 1993). However, some other reports failed to show this 

prognostic value (Domagala et al*, 1992; hvdin et al.., 1997; Ravdin et al., 1994). Taking 

account of some large series with great population, we find these different results persist. By 

measuring cytosolic cathepsin D, Ferrandina (Ferrandina et al., 1997) and Foekens (Foekens 

et aL, 1999) have confirmecl prognostic vdue of cytosalic cathepsin D by analyzing 

respectively 2690 and 2810 patients. By immunohistochemical analysis of 1348 patients, we 

have reçently confinnecl the prognostic value of cathepsin D by stromal cells and not by 

cancer cells (Têtu et al., 1999). However, by both cytoaolic and cytoplasmic cathepsin D 

analyses, the sarnc group of Ravidin has always not confirmcd prognostic value of cathepsin D 

by lRMA cytosolic cathepsin D measuring with 1984 patienb (Ravdin et aï., 1997) and by 

Western Blot analysis with 927 patients (Ravdin et ai., 1994). or by immunocytochemical 

d y s i s  of cytoplasmic cathepsin D of d l  cells with 562 patients (Ravdin et al., 1994). 

From 1993 and by using immunohistochemical methods, which permittecl to study cathepsin 

D fiom different ce11 types, some investigators have addmsed the question of the cellular 

source of cathepsin D in brrwt cancer (Castiglioni et al, 1994; OPonoghw et al., 1995; 

Visscher et al., 1993). Muiy authors found that macmphagu identifiai by CD 68 expression 

in tumors wae the responsible tumor-associated pinnchyma ceIl source of cathepsin D to the 

thenputic hiilure. Al1 these results prompted us to investigate if cathepsin D by stromai cells 

in breast cancer contribute to tumor invasion. As the fint S~Q, we do like to ohm eventuai 

quantity change of stromai cytoplumic cathepsin D in mdignua situation. 



By puriQing tumor-associated stromal cells fkom primary breast cancers and cocultivating 

these stroma1 cells in IWO duectly or indirectly with mammuy cancer cells, we tried to 

understand whether the expression of intncallular cathepsin D by these tumor-associateci 

-mai cells could be influenced by presence of breast cancer alls. The in W u  mode1 was 

aimd to Mmic partially the in viw situation, and the immunocytochemistry method was used 

principally in order to have the same similarities of analysis approaches and criteria as in 

ciinical Jtudies (Têtu et al., 1993; Têtu et aL, 1999). In order to nile out the influence by 

diffient proliferation in the presence of cancer cells, the «>culture was amuiged to begin 

when fibroblasts were wnfiuent, as contact inhibitory effed could be implicated. 

It is very interesting for us to find al1 these tumor-associated stroma1 cells fkom mammary 

origin had CD 68 expression by KPl monoclonal antibody. CD 68 is a maker of pan- 

macrophage origin cells or myeloid origin cells (Micklem et ai., 1989). Many clinical analysis 

of CD 68 used immunohistochemistry method by KPI and reported the results as macrophage 

contribution in cathepsin D studies. In fact, tumor-associatecl macrophages constitute a large 

proportion (up to 8W in breast carcinoma) of the cells idiltrating solid tumors (O'Sullivan et 

a. ,  1993). In our shidy, dl tumor-sssociated fibroblasts were fibroblast-like cells in vitro 

culture. It may be postulated that these tumor-wociated and fibroblast-like cells in vibo muld 

be transdifferenciated Erom macrophages in vivo and could conserved this pan-macrophage 

antigen, as this transdifferenciation was reported in human monocytes (Reuter et al., 1995). 

However, some studies have reported findings that CD 68 was expresseci also in non 

macrophage cells, such as in tumor cells of grsdular cell neoplasms, sucornas, lymphomes, 

maiignuit melanomas and aucinomas (Cassidy et d ,  1994; Tsang and Chan, 1992). One 

report wncluded that CD 68 w u  only a lysosome mirka (Tsang and Chan, 1992). So another 

possibility may be that those ro-cailed macrophage ceils h vivo identified by K1 may be not 

rd macrophages but otha stroma1 al ls  is fibroblasts. 

It is well known that cathepsin D is ui ubiquitous enzyme found in the lysosomes of many ceIl 

types such as macrophages and otha comedve tissue cells, and in epithelid cells (Reid et al., 

1986). Because of this wide distribution, it would appsu to have no ~peçificity as tumor 



marker only by tumor cells. It has, however, a role in enhrnced proteolysis of extnallular 

matrix remoâding of tumor invasion. Many clinical research work used immunohistochemical 

methods (Godez-Vela et d, 1999; Isola et a', 1993; J-u et al., 1995; Nadji et d, 

19%; OPonoghue et al', 1995; Têtu et al., 1993; Visscher et al,  1993), with which not every 

stroma1 cells were positive for cathepsin D in tissue sections. Using Western Blot in the 

analysis of intncellular cathepsin D in purified and unstimulated tumor-associated fibroblasts, 

we have found expression of cathepsin D in every tumor-associateci fibroblast ce11 lines, 

suggesting a different sensibility of analysis by these two methods. The -38 kDa band was 

often in the assays with cherniluminescence detection method, a iittle "over-exposition" 

resulted in t h  unidentified band, giving difficulty of cornparison analysis of cathepsin D 

expression. It is why we have adopted radioactive approaches to have a semi-quantitative 

d y s i s .  However, The expression of cathepsin D by tumor-asmciated cells was found only in 

mature form, while the expression by tumor cells contained not only ma- fonn but aiso 

precursor. HDQ-P 1 is a newly established breast cancer ce11 line in Our group Born a primary 

ductal infiltrating breast carcinoma. Particularly, the HDQ-Pl cells showed also a precursor 

expression as other comrnercialized breast cancer cell lines, moreover, the HDQ-P 1 cells have 

only a weak expression of mature form of cathepsin D. The different forms of cathepsin D 

expression between tumor and stromai cells fiom our results were in agreement with the 

conclusive fact that in cancer cells, there is a misrouting of preairsor in the processes of 

maturation of cathepsin D, which causes an accumulation of precutsor and secretion of excess 

prwrsor (Capony et al., 1989; Rochefort, 1992). 

Expression of cathepsin D was found only in mature form before and a f k  coculture with 

cancer cells. The augmentation of quantity confinns the positive stimulation effects of breast 

cancer cells. Arnong three cancer cell lines used, MCF-7 gave only its positive induction effect 

in one stmmal cc11 line, while MDA-MB-231 and SK-BR-3 induced ovcr-expression of 

cathepsin D in each stroma1 line. It is well known that MCF-7 is estrogen dependent ceIl line. 

As s ü o d  cella have only minor estmgen reccptor level and no rcsponse to the 17-bestndiol 

matment (Milet et d., 199 1). we have not usai 17-&stndiol in coculture assays in order to 

nik out its possible influence. 1t is powible Out t h  weak induction effect of cathepsin D 

produaion is due to absence ofestrogen for MCF-7 cdls. 



The fict that indirect coculture with conditioned medium gave also positive stimulation effects 

indicatm some possible soluble fàctor(s) impliutcd in overapression of cathepsin D. The 

stimuiation by prrsence of cancer cells induecd ovtf-expression of cathepsin D in al1 stromal 

cclls, close or remote to cancer cells, it is not as atromelysin-3, for which, the stroma1 

expression was found only in the epithelial canctflstromal ce11 intedace (Basset et al., 1990). 

Indirect wculturc with Tnnswell failed to stimulate fibroblasts to over-produce cathepsin D, 

this rnay be explained by a possibly weak stimulation efftct of cancer celIs separated with 

fibroblasts by one mm distance; while in direct coculture or coculture with conditioned 

medium, the cancer cells ancl stromal cells have a better communication in their interaction 

processes. 

In summary, by in vibo coculture, we have observed the changes of cathepsin D by stromal 

cells of mammary origin in the presence of breast cancer cells. Ai. ..du% these cells have not 

many precurson of cathepsin D produced as epithelial cancer cells do, the mature fom of 

cathepsin D was indeed augmented. The cathepsin D participates in the tumor invasion by not 

only protenlytic activity, but also some favorite effects on ce11 proliferation and ce11 migration 

(Westley and May, 1996). Cathepsin D can function as ligand to wme receptor such as 

mannosc-6-phosphatasciiGF II. (Mathieu et al., 1990). Al1 those nsults suggest thpt it is woith 

to continue the investigation of stroma1 cathepsin D in brcast cancer, including possible 

changes of phagocytic and tndocytic macrophages, in order to resolve clinical dismepancies. 
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Figure 1. Immunocytochemid dctection of stroma1 CD by di- coculture. 

(a). Positive expression of vimentin in purifM fibroblasta from primary breast cancer; (b). 

Positive expression of CD68 identified by KPI in purified tumor-associated fibroblasts 

(F12820); (c). Positive stroma1 expression in a breast cancer section. The epitheliai cancer 

cells are in brown color identified by enzymatic reaction of horseradish peroxidase with 

diaminobenzidine, while cytoplasmic cathepsin D is granular and r d  by enzymatic reaction of 

M i n e  phosphatase with new fûchsin; (d). Ntgative cathepsin D expression in unstimulated 

F9846 tumor-associated fibroblasts; (e) Some positive signal3 of cathepsin D in F9846 tuw>r- 

associated fibroblasts cocultivated with MCF-7 cells; (f & 8). Positive expression of cathepsin 

D in F4143 tumor-associated fibroblasts cocultivated with SK-Bk3 cells ( f )  and with MDA- 

MB-23 1 cells Cg); (h). Normal fibroblasts F573N give positive expression of cathepsin D 

when cocultivated with SK-BR-3 cells, 
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Figure 2. Western blot analysis of cellular cathepsin D 

(a). Western blot andysis of cathepsin D in différent cells analyzed by chemiluminescence 

method. Three breast cancer celi lines MDA-MB-231, SK-BR-3 and MCF-7 show 

cytoplasmic mature cathepsin D and precumr. The HDQ-Pl is a newly established breast 

cancer ceIl line in our group, the HDQ-P 1 cells have also cathepsin expression of precursor as 

commercial breast cancer ce11 lines and a weak mature form. N o 4  or tumor-associated 

fibroblasts show only weak expression of mature cathepsin D without precursor. The band 

about 38 ma is unknown and this band was easily observed by chemilurninescmce detection., 

thus gave some dificulty of cornparison analysis. @). Western blot analysis of cellular 

cathepsin D by 12'1 and ImageQuaNT. Al1 breast cancer cells have precursor expression. The 

natural fonn of cytoplasmic cathepsin D is in fonn of N-glycosilation. 1: intact; N: N- 

glycosidase F treated. 



Day 2 Day 4 Day 6 Day 8 

Figure 3. Western blot analysis with 1 2 5 ~  and ImageQuaNT. Expression of cellular cathepsin D in 

F12800 tumor-associated fibroblasts cocultivated during 4 days respectively with MCF-7 (2). 

SK-BR-3 (3) and MDA-MB-231 (4) breast cancer cells by either conditioned medium of these 

three cancer ce11 line cultures (a) or by indirect coculture with Transwell apparatus (b). Well 1 is 

FI2820 fibroblasts alone in the same culture sets. (d). Observation of expression of cathepsin D 

in F9846 tumor-associated fibroblasts cocultivated with conditioned medium of SK-BR-3 cells 

(wells 3,6, 9 and 12) or of MCF-7 cells (well4, 7, 10 and 13). Wells 2, 5, 8 and 11 are F9846 

fibroblasts alone. WeU 1 is cytoplasmic expression of SK-BR-3 cells. 



CONSTRUCTION DE TISSU cANCÉ~UX IN YITRO: 

CULTURE TRIDIMENTIONELLE D'EQULVALENT TISSUWIRE 



Plusieurs recherches en biologie de cancer nbssitent l'utilisation d'un bon modèle de culture 

in vitro. Ce chapitre porte sur la mise au point d'une nouvelle mCthode de culture 

tridimensionnelle, aussi appelée culture par équivdent tissulaire, a devant se& à étudier les 

interactions stromales-epith6liales dans le cancer du sein Le travail a été réalisé 

principalement dans le Laboratoùe d'organogenh Expérimentale. C a  uticle a 6té soumis 

pour publication dans Ia revue In Mtto Cellular and developmental Biology. 



Un bon modale de culture in vitro est utile et pdois même essentiel pour la recherche en 

ontologie. L'objectif est de simuler le mieux possible la situation in vivo. Utilisant du 

collagène bovin, 1Wment principal de la matrice extracellulaire, nous avons ddveloppé un 

modèle de coailture tridimensionnelle. Ce modéle est comparable à un équivalent tissulaire. 

La coculture a éît rCiüsée par constmue un gel contenant des cellules stromales de diffdrentes 

sources puis ensemencer de différentes cellules 6pith6lioles y compns les cellules dpitheliales 

cancéreuses mammaires au-dessus du gel. L'invasion du gel et la migration des cellules 

cancéreuses mammaires ont et6 analys&s. La sécrétion de diffdrentes gélatinases a ét6 aussi 

documentée par zymograrnrne. Cette étude montre que les cellules stromales associées à la 

tumeur sont phénotypiquernent différentes des cellules nomales. Ces cellules stromales 

associées à la tumeur favorisent la migration et l'invasion des cellules hautement invasives 

comme les ce1 lules de MD A-MB-23 1. L' interaction dpit hé1 ide-stromale influençait la 

production et la sécrétion de certaines gélatinases. Ce modéle peut être utilise5 pour étudier les 

interactions stromaies-épith~liaies dans le cancer du sein a pour comprendre le rdle de 

certaines protéases (aithepsine D, strom6lysine-3 et uPA) p u  les cellules stromales sur 

l'invasion des cellules tumorales. 
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Abatract 

A few models have been established to study cancer cells in vitro. However, rare reports 

stuâied specificdly cellular interactions with the use of bioengineered cancer constructs 

combining human carcinoma cells and tumor-associated fibroblasts. We develo ped a three- 

dimensional bioengineaed cancer tissue constmcts (bCTC) by seeding mammary epithelial 

cancer cells or normal keratinocytes over a mesenchymal layer containing tumor-associated 

fibroblastic cells or normal skin fibroblasts. Constnids containing only epidermal cellr and 

fibroblasts rtsom non-cancerous sources (skin samples h m  heaîth donors) were used as 

normal controls. Al1 constnrcts were culturd for 10 days. Histologie analyses showed that 

carcinoma ce11 lines could invade the subjacent mesenchymal layer and that the capacity to 

migrate was associated with the invasive potential of cancer cells while non-invasive 

populations did not. Zymography showed the selective secretion of gelatiruses according to 

the phenotype of the cells seeded in the various bCTC. Specifically, a 50-kDa gelatinase band 

has been obsemd in bCTC with non-invasive epitheiial cells only. 

Key words: human cancer tissue constmct, tissue engineering, cellular interactions, collagen 

rnatrix. 



Introduction 

Cumnt literatwe shows that stromal-epithelisl interactions play a key role on breast cancer 

progression. S e v d  in vitro studies showed that mesenchyme-epithelium interactions may 

exert muhirl physiologicll regulation through growth f-ors secretion (Atula et al., 1997; 

Dong-Le et al.. 1997; van Roozendaal et al*, 19%). There is increasing evidence that host 

cells such as fibroblasts influence cancer proliferation and t u o r  growth through heterotypic 

signaling between the diverse ceIl types (van Roozendaal et al., 1996). In absence of 

extracellular ma- cells grown alone in monolayers or with other cell types in coculture fails 

to adopt an organization comparable to the native tissue. In contrast, a three-dimensional 

matrix provides an aâequate microenvironment to promote tissue organization. Indeed, three- 

dimensionai cocultures with collagen or matrigel have been developed in vitro to provide a 

good matricial support to cancer cell growth to study epithelium-mesenchyme interactions 

(Atula et al., 1997; Leighton, 1991; Leighton, 1997). Moreow, various parameten can be 

monitored to assess the influence of one ceIl population on another, within the same tissue 

constnict. Cell growth and morphologic fmtureq functional properties such as migration, 

growth factors and enzyme secretion, maintenance of expression of specific markers and 

receptors, and tissue organization, can be observecl upon culture time. 

Considerable evidence from in vitro and in vivo studies suggests that certain matrix 

metalloproteawi play an important role in cancer invasion and metastasis. Tumor cells may 

either secrete matrix metalloprotcases themselves or induce host cells within tumor stroma to 

producc them. In fact, the expression of a majonty of MMP fmily members is by stromally 

derived host cells in response to the presence of cancer cells. Stroma1 al ls  were shown to 

producc stromelysin-3 (Basset et al., 1990; MM et al., 1998) and gelatinase A (Ito et al., 

1995; Na1 et aL, 1994) in invasive breast cancer. Similuly, matrix degradation and 

remdeling seems associated with th& metastatic potentiai. In hdthy tissues, matrix involves 

enzyme secretion stimulated through ceIl-matnx interaction to maintain tissue integnWty. 

Collagenases am enzymes secretcd by the cells In sihr thaî degnde allagen and stimulate its 

pst-injury rcmodeling. For instance. gelatinue A or MMP-2 (72 kDa) and gelatinace B or 

MMP-9 (92 ma) are regardai as specific secretion produds of damil fibroblasts (Oüunnen 

et al., 1993; Raynaud et al., 1992) and kcmtinocytcs (Petersen et d., 1987), respectively. 



The airn of this study was to aeate a breast cancer tissue quivalent constmct using breast 

cancer cells and brmst -or d a t e â  fibroblastss and to observe the epithelial-stroma1 

interaction in this tissue-equivalent dm. The cancer epithelial ceIl invasive properties 

have b a n  evaluated in response to the microenvironment aeatd by different fibroblastic ce11 

populations sceded in the underlying mesenchymal layer of the bCTC. Meanwhile, gelatinase 

activity in the supematmts have b a n  analyzeô by zymognphy. 

Materiah and metbods 

Ctlli 

Normal human skin epithelial cells (kentinocytes) and dennal fibroblasts (F23) were isolated 

fkom normal breast biopsies O btained from volunteen during breast reconstructive wrgery 

according to the method established in our labontocy (Auger et ai., 1995). Turnor-essociateci 

fibroblastic ceIl populations were isolated bom prirnary infilvoting mammary carcinomas 

using the sarne method as to isolate normal skin dennal fibroblasts (Auger et aL, 1995). The 

fibroblastic nature of those cells was confvmed by theu morphology, the expression of 

vimentin, and the aôsence of  cytokeratins. Two of these w a e  used to pmduce bCTC, FI and 

F2, barn two infiltrating ductal primary mammary carcinoma of poor and moderate 

diffemitiation, respectively. Al1 normal and tumor tissues have been obtained fkom our buik 

of breast tissues which has been approveâ by the hospitai ethical com'ttee. Each patient 

whose tissue is  recordecl in our tissue bank is asked to sign an infonned consent form. Ail cells 

were maintained in DMEM with 1û% fetal bovine serum (FBS) and incubated at 37OC with 

5% C a .  

Two human breurt cancer ceIl lines, MDA-MB-23 1 and MCF-7. were usad to pmduce bCTC. 

HDQ-Pl is a new a l 1  line reccntly established by Our p u p  fiom a pnmuy ductal infiltrating 

mammrry carcinoma (Wang et al., 2000). The HDQ-Pl al1 line was well ~haracte~zed and 

Jso u#d in the p m n t  study. MDA-MB and MCF-7 cells wwe maintainui in DMEM with 

lW BFS and antibiotics. EIDQ-Pl alls wae mrintained in the sunc medium but 

supplemented with 5 pg/ml bovine crydlized innilin. 



Production o f  the bCTC mesenchynnrl layet 

The bCTC were pmduced according to the method published by Auger et al. (Auger et al, 

1995) with a few modifications. Briefly, a mixture of bovine Type I collagen (1 .S mg/ml) was 

prepared by disllolving the powder ovemight at 4OC in sterile 0.0 17 M acetic acid. A sulution 

of 1.68 ml of DMEM 2 . 7 ~  wntaining 200 W/ml penicillin G and 50 )cm of gentamicin, pH 

8.0, was mixed with a second solution containing 1.02 ml of FBS, 2.86 ml of the stock 

collagen solution, 60 pl of NaOH 0.7 N and 0.3 ml of a fibroblastic ce11 suspension (1 x l d  

cells/ml). The final concentration of collagen in al1 the mesenchymal layers was aiways 0.715 

mgfml. This mixture was quickly disltnbuted (3 dpetr i  dish) in bacteriological petri dishes 

(35 mm, Falcon, Becton Dickinson Inc, Mississauga, Ontario) aiready containing a peripheral 

anchorage, to pmduce the mesenchymal layers of each bCTC. The peripheral anchorage 

method that prevents collagen lattice contraction by the cells, wm used as previously 

described (Auger et al*, 1995; Lopu et al, 1992). The mesenchymal layers of the bCTC were 

wvered with 2 ml of DMEM supplemented with 10.h FBS, 100 W m l  penicillin G and 25 

&ml gentamicin following dlagen polymerization and cultured in this medium until their 

epithelialization. Al1 experiments were done in duplicate. 

Epitbelîaliutioa of the bCTC 

Four days Iater, the epithelialization was performed by seeding human epithelial carcinoma 

cella or normal keratinocytes (8 x 10' cells/bCTC) on the mesenchymal constnias. A 

wnfiuent epithelial cell layer was obtained after 4-6 days. Al1 bCTC were cultured for 10 

days in a culture medium as previously reportcd (Goulet et al., 1996) consistecl of combination 

of DMEM with Hm's FI2 in a 3:1 proportion (Gibco-BRL, Burlington, Ontario), 

supplemented with 10 nglml human e p i d d  growth &or (EGF, Chiron Corp., Emeryville, 

CA), 5 ngiml 17-lhstndiol, 500 n g h l  progestwone, 24.3 pdml adenine, 5 pe/mi crystallized 

bovine insulin, 5 pg/d humm t-fetrin, 2 x loo9 M 3,3',S',-tniodo-L-thyfonine (Sigma 

Chernicols, St Louis, MO, USA), 0.4 pg/d hydrocortisone (Calbiochem, La Jolla, CA, USA), 

10~" M cholen toxin (SchwadMann, Cleveland, OH, USA), IV! FCS, 100 N/d penicillin 

G and 25 pghl  gentamicin.. Al1 ailhum were kept in a humdifieci inaibator mth 5% C a  at 

37'C. The ailturc medium was changd bily. 



H3stologiul Analysia 

S d l  sections of al1 bCTC biopsies were fixed with Bouin's solution and formalin and were 

embedded in p d n .  The 4 pm thick Bouin's nxed sections were stained using the Mason's 

inchrome staining methods (Auger et al, 1995). 

Immunobistochemiit y 

Four 4 p thick f o d i n  fixed sections were prepared for immunoreaction. The bCTC 

sections were depdned, washed in phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4) for 5 min and 

then quenched for 5 minutes in 0.3% H+3, to block endogenous peroxidase activity. M e r  

washing with PBS, the bCTC sections were wvered with nomal home semm during 20 

minutes and incubated with first antibody at 4'C ovemight. Afterwards, the sections were 

tinsed with PBS and exposed for 30 minutes to a eecondary biotinylated anti-mouse antibody. 

M e r  another wash with PBS, the sections were incubated with the avidin-biotin-peroxidase 

wmplex (Vector laboratory, Burlingame, CA) and the reaction was revealed with 

diaminobenzidine @AB). The sections were finally counterstained with Mayer's haematoxylin 

for 3 minutes and mounted in Permount (Dako, Mississauga, 0ntari.o). 

Anti-vimentin @&O) and anti-human 8 and 18 cytokeratins primary monoclonal antibodies 

(CAM 5.2, Becton Diclanson) were used. The slides were analyzed under a Nikon Optiphot 

microscope and photopphcd using a Kodak Tmax 400 ASA film. 

The active gelrtinases secreted in the E T C  culture supematants were semi-quantitatively 

analyzed by zymognphy, according to the method describai pmiously (Auger et al., 1995; 

Remrcle et ai., 1998). Briefly, some samples of E T C  culture supernatants were collecteci 

daily, filtered and immediately fiozen at -70°C until use. A constant volume (25 pl) of each 

sample diluted in cqual volume of 2x sample b a é r  wu resolved unda non-reducing 

conditions by SDS-PAGE using LW polyacrylamide gels containing 3 5% gelatin. The gels 

wan thcn rinaed and equilibnted in th proper b d e r  systems and put ovcmight at 37OC in 

digestion b u f k  (50 m M  Tris, pH 7.4, containing 10 mM CaCh and 100 rnM NaCl), under 



slow agitation. The gels wae fixed with a 3V! methanol solution contai~ng lû?! acctic acid 

and stained with 0.05% Coomassie blue prepareâ in the fixative. Al1 experiments wcn done in 

triplicate. 

Rtsults 

Structural andyrcr of the bCI% 

Phase contras rnicrosco p y analyses showed confluent lay ers of carcinoma cells on 

mesenchymal constructs as early as 4 days aAa epithelidkation in al1 bCTC. Three types of 

mesenchymal layers were wnstmcted using F23, F1 and F2 Fig. 1). Histological bCTC 

sedons showed the migration of the epithelial cancer cclls MDA-MB-23 1 in al1 types of the 

mesenchymal layers on which they were plated (Fig. 1. 4 E & I). Similarly, HûQ-Pl cells 

also showed an invasive but weaker behavior in al1 conditions tested, notably when grown 

over the mesenchymd layers seeded with tumor-associated fibroblasts F1 and F2 (Fig. 1. B, F 

& J). No obvious invasion was o b s e d  vrith MCF-7 cells in any condition tested (Fig. 1. C, 

G & K). Indeed, normal skin keratinocytes never showed any sign of migration towards any 

mesenchymal layer as expected (Hg. 1. D, H & L). Striking findings were rcpeatedly observed 

when epithelial cells of tumor origins were seeded over mesenchymal layers containing 

normal skin fibroblasts, in these cases, the mesenchymal layers were degradeci twice faster 

than those cont~*ning tumor-usociated fibroblastic cells. 

Immunohistochemistry analyses were penormeû to ver@ the maintenance of cellular 

phenotypic associated marken upon culture time in the viuious bCTC. The anti-kentin 

antibody identified d l  epithelial ce11 populations, as shown in Figure 1, N and P (two 

representative labeling). The immunoreaction of the mesenchymal cells with the anti-vimentin 

antibody showed typical elongated fibroblast morphology in ail bCTC (Fig. 1. M & O). Thus, 

al1 the cells includd in the varigous gmups of bCTC renuineâ dive and metabolicrlly active 

until the end of dl expesimmts. 

Gdrthuer aecdon in bCTC rupematrntr 

The active gelatinuies secreted in al1 bCTC supematants wae anaiyzed and c o m p d  by 

zymognphy (Fig. 2). Somc baseline Ievel of92 kDa and 72 kDa gelatinoscs wu also fwnd 



in the culture supcmatants of acellular mesenchymal layen. The semm added to the bCTC 

(added also in the culture of acellular mesmchymal layers) is supposeci to contain traces of 

this gelatinase. However, 92 kDa and 72 kDa gelatinases and theu activated fonns as well as a 

50 kDa gdatinase band were also found in the supematants of bCTC only containing 

fibroblasts. 

Gelatinase B of 92 kDa (MMP-9) was detected in the supematants of bCTC epithelialized 

with normal breast skin keratinocytes and a11 other epithelial cell populations. Howwer, bCTC 

with MDA-MB-231 wiis associated with the highest level of gelatinase B and comparable to 

the bCTC with keratinocytes, while the bCTC with MCF-7 and HDQ-Pl were associated with 

much lower levels. Interestingly, bCTC with the highly invasive epithelial cells, MDA-MB- 

231, induce higher amounts of the 92 kDa gelatinase when grown on mesenchymal layers 

seeded with F1 and F2. Moreuver, the activated fonn of gelatinase B of 82 kDa, while never 

detected in any supernatant of bCTC d e d  with epithelial tumor cells, was induced at 

sigm*ficant levels in the keratinocyte-seeded bCTC containing F1 and F2 but not F23. Thus, F1 

and F2 under keratinocyte stimulation induce activated gelatirme B sention. 

Higher amounts of gelatinase A, 72 kDa, were detected in the supematants of non- 

epitheliaiizcd bCTC containhg FI and F2 than those seeded with F23. However, MDA-MB- 

23 1 seems to be the oniy the epithelial cancer ceIl population able to d u c e  the expression of 

gelatinase A by F1 and F2 through intercellular interactions. The activated fonn of gelatinase 

A of 62 kDa was highly secreteâ under the kentinocyte stimulation in al1 bCTC supematantq 

independently of the fibroblast population seeded in the mesenchyrnal wunterpart. 

Interestingly, the supernatants of bCTC epithelialized with cells of tumor origin on 

mesenchymai Iaycrs containing F1 and F2 populations wntri*ned much lower amounts of this 

62 D a  enzyme, compareâ to those containhg F23. These obsmrtions strongly suggest direct 

modulation of gelatinase expression through epithelium-mesenchyme interactions in the 

various groups of bCTC. 

Findly, a gelatinase of 50 kDa was obsaved in al1 bCTC containing fibroblasts only and mon 

important in bCTC containing only F23 than in bCTC contairing only F1 and F2. 



Interdngly, cocultum of epithelial alls in bCTC modulated the level of expression of this 

gelatinase. No more 50 kDa gelatinase waa observed in the supematants of bCTC 

epithelialized with the most invasive cancer al1 line, MDA-MB-23 1. A signîficant rdudion 

of its expression was dso obsmed in the supematants ofbCTC epithelialized with MCF-7. In 

bCTC epithelialized with HDQ-Pl cells, the 50 kDa gelatinase was much reduced in the 

coculture with F1 and especially with F2, but wedy reduced in the coculture with F23. 

Larger amounts of 50 kDa gelatinase was secreted in bCTC s d e d  with normal keratinocytes. 

D bcusr ion 

The study of interactions between tumor epithelial cells and mesenchymal cells is difficult in 

vivo, considering the complexity of the cascade of events involved in the development of 

tumors. The literature often reports the use of the Boyden's chambers (chernoinvasion assay) 

or Transwell modified Boyden's chamber techniques to tvaluate the invasion potential of 

tumor cells in vitro in presence of other f ~ o n  (Nabeshima et ai., 1999; Pilkington et al., 

1997; Sugiura et ai-, 1996). The advantage of our bCTC over this system is the oppominity to 

partially reproduce the epithelium-mesenchyme interactions, and the capacity to assess 

histological and functional parameters. 

Immunohistochemical analyses continned t h  ail respective phenotypes of the cells seeded in 

Our bCTC (epithelial or mesenchymal) were maintaincd in culture. For instance, al1 epithelial 

cells expnssed kemtins while mesenchymd cells (fibroblast-like cells) eqressed vimentin 

throughout the whole duration of the experiments. These results suggest that the cells included 

in our bCTC keep rit least some of their typical fectures in cocuhun and after being s d e d  in 

our ETC. 

Our data aiggest that in our bCTC, the invasive potaitial of mammary carcinoma cells is 

maintuined in vitro, and consistent with theu respective phcnotypes documentcd by ATCC 

and thtir tissues of ongin. For instance, nomai skin kaitinocytes and the ceIl line MCF-7 

which ue known to be non-invasive, do not mignte into the mesenchymd laya when 

inteefatecl in our ETC.  Sirnüuly, MDA-MB-23 1, cburctaued as potentidly invasive cell, 

and HDQ-Pl cells aiways migrate into the mesenchymd laym over which thcy are seeded in 



dl groups of bCTC. Such observations suggest that oui bCTC could be a usefiil indicator of 

the invasive potential of epithelid d l s  in vitro. Indeed, this conclusion will have to be 

supported by additional experiments using s e v d  other cell lines or fieshly isolated epithelial 

tumor ce11 populations. However, we have performed assays with two additional ce11 lines, 

SK-BR-3 and BT-PO, and similor conclusions were drawn (data not shown). 

hterestingly, the thrcc-dimensional organization of the epithelial cells showed differences 

according to the mesenchpal layers on which they were d e d .  When keratinocytes were 

seeûed over layers containhg nomal skin fibroblasts, they were made of fewer flattened 

stratified Iayers, comparai to the bCTC produced with mesenchymal ails of tumoi origin. In 

other word, intercellular interactions occur in our bCTC, which infiuence the stmctural 

fe~tures of the reconstructed tissues. These data suggest that our bCTC is a good tool to study 

epithelium-mesenchyme interactions that occur between normal and tumoral cells as well as 

between cells isolated from the same or different tumor specimens. The bCTC allows the 

monitoring of three-dimensional construas using ce11 populations of different origins and 

phenotypes. in addition, the accelerated degradation of the extracellular matrix of the 

mesenchymal layers seeded with F23 suggests that some mechanisms of tissue repair 

including wllagen remodeling may be involved in presence of nomal fibroblasts only. This 

hypothesis needs to be contirmecl on bCTC seeded with n o d  fibroblasts of various origin. 

Prior shidies have documented the role of matrix metaIloprotemes, especiall y collagenases and 

gelatinases, on invasion of normal tissues by bnrst cancer cells (Davies et al., 1993; Noel et 

al., 1994; Remacle et al., 1998). Immunohistochemistry or hybridization in situ methods have 

been used to identify which enzymes could play a role on matrix remodeling by tumor cells. 

Zyrnognphy may help to identify most collagenasedgelatinascs secreted in Mtto by living 

cells. In our study, ymography allowed the identification, in suponirtants, of a 92 kDa 

gelatinase under kenthocyte stimulation and a 72 kDa gelatinase produced by normal skin 

fibroblasts. 

As expectd, the gelitinascs a p r e d  under norH141 epitheliil and d d  ceIl lmulation 

wen mxeted in the W C  superniitants. Our w l t s  mgpst that the amounts and types of 



gelatinises sccrcted by the cells are modulated according to theû phenotypic fatuces. For 

instance, the M=TC with normal kaatinocytes induces significaxttly more collagenase 

secretion, espccially active and inactive gelahase B, in presence of tumorarsociated 

fibroblasts, F1 and F2, wmpued to F23. In contnst, the highly invasive epithelial ceIl line, 

MDA-MB-23 1, induces lower amounts of gelatinase A (72 kDa) and its active fom (62 kDa) 

in presence of tumor-associateci fibroblasts (FI & F2). Thus, the origin of the mesenchymal 

cells and overlying tumor cells seems influence protease secretion. Moreover, the bCTC with 

the non-invasive epithelial cellq MCF-7, indu& lowu levels and fewer types of gelatinases 

than ai1 other epithelial cancer cell lines. Taken together, these observations may explain in 

part the low level of mesenchymal invasion by MCF-7 cells in KTC. 

Interestingly, a significant amount of a 50 kDa gelatinase has repeatedly been detected in the 

keratinocyte-dennd fiôroblast tissue constructs. However, this gelatinase was absent in bCTC 

containhg MDA-MB-23 1 cells and low levels were found in those seeded with HDQP 1 and 

MCF-7 cells. This enzyme has rarely been reponed in the literature. Despite the matrix 

degradation associateci with the activity of gelatinases, we may postulate that some of them 

play a beneficial role in normal tissue repair and post-injwy mllagen remodeling. Remacle et 

al. (Remacle et al., 1998) have nported in 1998 that breast cancer patients with high levels of 

50 kD;i geîatinase M a sipifi«uitly better sum*vd than those with low gelatinase levels. Our 

results concur with those observations, and support the hypothesis r a i d  by Remacle et al. 

regarding its association with an improved prognosis of cancer patients. In addition, this 50 

kDa gelatinase w u  observecl in vivo during cutaneow wound healing in mice (unpublished 

data). Therefore, our bCTC could be usefil to identify the collagenases and other enzymes 

involved in matrix organization and tissue remoûeling processes in vitro. 

Thus, in vitro modcls such as our bCTC may provide an intereiding altanative. The 

dweloprnent of such bCTC may pave the way to the new breakthrough in cancer research. 

The authors are gratefbl to Danielle Mumy for technid assistance, Claude Marin for 

photographie asaistance, Katirleen Baker, USc., for ha allaboration on zymogmphy 
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Figure 1. Photomicrographs of histological bCTC sections produced with mesenchymd cells. 

F23 (A-D), F1 (E-H) and F2 (I-L), combineci to epithelial cells : MDA-MB-23 1 (A, E, I & M), 

HDQ-Pl (B, F, J & N), MCF-7 (C, G, K & 0) and normal skin keratinocytes (D, H, L & P). 

Black arrowheads indicate the cells that migrated into the mesenchymal layers of the various 

bCTC (A-L). Some bCTC sections were stained with the Masson's trichrome method (A-L) 

while others were used for immunohistochemistry using the anti-keratin antibody (N & P) and 

anti-vimentin antibody (M & O). Blue arrowheads show the positively labeled cells in each 

case. 



F23 m gel F1 in gel F2 in gel 

Figure 2. Gelahase activities in supematants of bCTC. 

Zyrnograms showing the relative gelatinase activities analyzed fiom 40 pl of supematants of 

bCTC maintained in culture for ten days. The respective molecular weights of the gelatinases 

observed are indicated on the figure. The control corresponds to the culture medium only, in 

absence of cells. Some bCTC wece not epithelialized, they contained only fibroblasts, F1, F2 

and F23, in order to allow the visualization of their respective secretion products. 



ANALYSE MTÉGRALE DE TROIS P R O T ~ S E S  PAR LES CELLULES 

STROMALES SUR LA PROGRESSION DU CANCE3R DU SEIN 



AVANT-PROPOS. 

11 est connu que l'invasion tumorale implique plusieurs protéases. Cependant, la plupart de ces 

études sur le rôle des protéases par les cellules stromaies porte sur un ou deux facteurs 

indtpendamment. Afin de comprendre l'interdtpendance des protéases stromales sur le 

pronostic du cancer mammaire, une Chide a été réaiisée pour anaiyser le rôle combinb de 

l'expression de l'uPA, la stromelysine-3 a Ia cathepsine D dans le cancer du sein. C a  article a 

été soumis pour fin de la publication à la revue Cancer. 



Des études in vitro montrent que l'invasion tumorale implique l'intervention de plusieurs 

protéases agissant en capcade dans le processus d'invasion tumorale. Comme des protéases 

stmmdes jouent aussi un rôle dans la progression tumorale, on suppose que ces protéoses 

stromales sont interdépendantes et agissent également en cascade. Une Ctude a été effectuée 

afin d'analyser le rdle de l'expression stromale combinée de l'uP& la cathepsine D et la 

stromdysine-3 dans une série de 557 patientes avec une suMe moyenne de plus de 10 ans. En 

effet, les trois protéases étaient exprimees sirnultanCrnent par les cellules stromales de 80 

patientes. 134 paîientes n'avaient aucune expression stromale de l'une ou l'autre des trois 

protéases. L'expression combinée de 3 protéases par les cellules stromale était 

significativement associée a un faible taux de survie sans métastase à distance (DMFS) 

@-0.0001). Les patientes dont la tumeur exprimait seulement une ou deux de ces trois 

protéases avait le même pronostic que celles n'ayant aucune expression stromale de ces trois 

protéases. Le rbsultat confinne que les protéases produites p u  les cellules stromales du cancer 

du sein sont interdépendantes et qu'une brèche dans cette cascade peut compromettre le 

processus de progression tumorale. 
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ABSTRACT 

Background: Cunent litarturc supports the concept that proteases a a  in a c a s d e  manner to 

mediate rcmodeling of the extra-cellular matrix @CM) and fàvor cancer propuion. We and 

others recently identified cathepsin D, stromelysin-3 and urokinase plasminogen activator 

(@A) expression by reactive stromol d l s  as si~nifkant &on of poor prognosis in breast 

cancer. We evaluated the joint effect of proteese expression on cancer aggressiveness. 

Methods: Proteaae expression wm anrlyzed by immunohistochemistry (Cathepsin D) and in 

situ hybridization (Stromelysin-3 and uPA using anti-sense RNA probes) on formalin-fixed 

paraftin-embedded specimens fiom 557 breast cancers without distant metastasis at diagnosis 

and with an average of 10 yean of follow-up. 

Results: Of the 557 breast cancers, 80 expresseci al1 three proteases and 134 expressed none of 

them. The expression of al1 three proteases strongly correlateci with each other @<0.001). An 

aâjusted Cox mode1 revealed that distant-metastasitiffe airvival (DMFS) was significantly 

worae for patients whose tumor expresseci al1 three proteases (pcû.0001). The DMFS of  

patients whose tumor Iacked at least one of the three proteases was similar to that of patients 

without any protease expression, irrespective of the type or number of proteases missing. 

Conclusion: This shidy suggests that proteases expressed by reactive stroma1 cells are 

interdependent and that a breach in the protease pathway may impair breast cancer 

progression. 

Key Words: Stmmel ysin-3, cathepsin-il, urokinase, breast cancer, Proteases 

INTRODUCTION 

There is increasing evidence that reactive stroma1 ce!ls play a key role on breast cancer 

progression (Basset et d,  1993; Gregoire and Lieubeau, 1995; Zipori et al., 1987), at least 

through protease production. In 1993, we demonstrated that cathepsin D produced by stromai 

al lr ,  and not cancer ceils, wu, associated with 8 poor prognods in node-positive braast cancer 

(Tetu et al., 1993). Those &ta have ken c o d h e d  by thrcc diffkrent studies fiom three 

diffcmit groups ofinvcstigators (Chenard et <rL,1996; Jocnsuu et al., 1995; Ndji et al., 19%; 

OPonoghue et uL, 1995; Thmes et aL, 19%). Otha pmtemes producd pimarily by stroma1 

cells have aiso ban linked to disease progression. M a t  spscincally, of those tested, high 

expression of urolanase Plasminogen Advator @PA) @uffy, 1996; D u 5  et al., 1994) 



(Aîhanassiadou et aL, 1998)anâ stmmelysin-3 (Chenard et al., 1996; Engel et al., 1994; 

Ravdin et al., 1997) were aiso found to be prognosticaily significant. 

It has been well recognized that several proteases intard with each other in a cascade manner 

in which certain are rctivrted and others inhibited (Nagase, 1997). Endogenous tissue 

inhibitors of metaIloproteinases m) modulatc d x  metalloproteinase (MMP) activity. 

For example, TIMP-2 is the major inhibitor of gelatinase A and TIMP-1 is the major inhibitor 

of gelatinase (Chambas and Matrisian, 1997). However, proteases with no specific inhibitor 

aaivity may also interact with other proteases. The three proteases that we identified 

sepustely as prognootic factors may in fact part be part of the same cascade. Cathepsin D was 

found to play a role in the activation of cathepsin B and L (van der Stappen et al., 1996) and 

both cathepsin B (Kobayashi et al., 199 1) and L (Goretzki et al., 1992) can activate uPA In 

tum, uPA is known to be an activator of MMPs through the plasmin system (Nagase, 1997) 

and stromelysin-3 is a member of the MMP family. Stromelysin-3 and uPA are both 

expresseci by myofibrobiasts (Nadji et al., 19%; Nielsen et al., 1996; Unden et al., 1996), 

further supporting the possibility of an interaction between those molecules. 

We ncantly demonstrated thst proteases expnssed by reactive stroma1 cells are significantly 

related with each othet (Têtu et al., 1998), supporting the idea that the expression of one 

protesse dependq in part, on the expression of the othen. This interdependence, in turn, 

suggests the hypothesis that their effects on bre~st cancer progression may also be 

complemcntary. This prompted us to investigate the combined iole of those t h  protekces on 

breast cancer progression. 

MATERIAL( AND METHODS 

Popuiation 

nie patients included in this study had node-positive (NPBC) or node-negative (NNBC) br- 

cancer provcn by histologie examination of axillary lymph nodes, but with aôsence of distant 

metastasis at diagnods. The swgcry fot bbrslst carcinomi was performcd between the 1st 

lanuary 1980 and the 31st Dccembcr 1986. The pmject has bem approved by the Lad 

University Etbicaî cornmittee. Clinid information was obtaind from the patients' charts by 



experienced research nurses. The tumor size, number of examined and positive lyrnph nodes 

were obtained Born the pathology repotts. The histologic types along with the histologic and 

nuclear grades were rcassessed by one of us (B.T.). 

Immunobistochemirt y 

For each breast cancer case, a 5 micron section stained with hematoxylin and eosin was 

followed by 10 unstained sections for immunohistochemistry and in silu hybridization. For 

cathepsin D, an immunohistochemical study was performtd using the avidin-biotin complex 

(ABC) method a desaibed before (Têtu et al,  1993). A pnmary polyclonal antibody to 

cathepsin D (Novocrstn, Newcastle, England; dilution: 1/200) was used. 

In sidi Hybridization 

Stromelysin-3 and uPA expression has been analyzed by In situ hybridization. The technique 

used was a modification of the method of Wolf et al. (Wolf et ai., 1993) as described before 

(Têtu et al., 1998). sas label& antisense RNA probes for Stromel ysin-3 and uPA were useâ. 

Plasmids were kindly provided by Pr. Paul Basset, IGBMC, Iilkirch, France. cDNA inserts 

were prepared from breast cancer cDNA libraries, subcloned in pBluescript II vectors and 

were used as templates for in vitro transcription to generate sense and anti-sense probes. The 

1759 base pairs @p) Stromelysin-3 cDNA was subcloned in the Eco RI site and extended from 

nucleotides (nt) 346 to 2105 and the uPA cDNA was wbcloned in the Pst 1 site and extended 

from nt 300 to 1300. Reduaion of the probe length was achieved by partid alkaline 

hydrolysis. Optimal in siru hybridization wu obtained with 100 bp probes for stromelysin-3 

and uPA. The quaiity of RNA premation hm b a n  assessed with the use of anthense RNA 

probea for ka -min  and negative convols wem obtained with the use of sense probes. 

Interpretrtion 

Irnmunohistodiemisüy and In situ hybridization have bœn interpreted by one of us (BT) 

without knowldge of the clinid information. The scoring was useseed seprntely on cancet 

and stromal cells using a semiquantitative d e .  For e r h  ce11 cornpartment, the paccntagt 

of cana  or s t r o d  a l l s  expressing the muka (P?h, <lV/ii, lMW, >Sm) was evaluatcd 

on the whole tumor surfàcc of one foprcscntative section. 



Statisticd rnaiysb 

Distant-metastasis-free (DMFS) and o v d l  (OS) sunival curves were obtained for each 

protease acprcssed by reactive stroma1 cells rccording to Kaplan and Meier. The diffwence 

between the Cumes w u  assesseci using the log-rank test. DMFS and OS curves were 

generated using Iû?% as cutoff point between thom expressing low (negative) or high 

(positive) protease levels by stromal cells, as defined before (Okamura et a/*, 1997; Têtu et aL, 

1993; Tetu et aL, 1998). Ilme categories wcrc deAncd: 1) Tumors expressing al1 t h  

proteases; 2) Tumors expressing none of those proteases; 3) Tumor with expression of any 

other combination of proteaaes. The Cox proportional hazard mode1 w u  used to evaluate the 

relation of proteasc expression with recumnce and death adjusting for other known or 

suspecteci prognostic fkctors. Hazard Ratios (HR) for the occurrence of distant metastases or 

death of patients with any of the above combinations were obtained by univariate and 

multivariate analysa. HR compare the rate of turnor recumnce or death of patients whose 

turnor expressecl a set of proteases to those whose turnor did not express the marken. 

RESULTS 

In our turnor banlr, information was available for cathepsin D by reactive stromal cells in 1348 

breast cancers, in 676 for stromelysin-3 and in 585 cases for uPA Results for dl  three 

proteases were available on 557 cases. One hundred ninety-two (192) were node-negative 

@JNBC) and 365 haâ node invasion (NPBC). At last follow-up, 266 (47.8%) were dive and 

the follow-up of su~ving patients averaged 9.6 years and ranged fiom 5.2 to 14.6. Twenty 

(20) were lost to follow-up. 

Figure 1 shows nprcsentative enamples of positive expression of al1 t h  mukm by reaaive 

stromal cells. Of the 557 caacs, using lW as ait-off point, stroma1 cells ntpnssed cathepsin 

D in 241 (43.3%) am, stmmelysin-3 in 329 (59.1%) cases and uPA in 167 (30.0%) cases. 

Three catcgorier have been defined: tumon exprossing d l  thnt proteuses (80 ccues; 14.4%), 

tumon expressing no pratease (134 cases; 24.1%) and those expressing 1 or 2 pmteases (343 

cases; 61.5%). 



Figure 2 shows the DMFS curves of cach of the thra citegocies. At five y-, 42.5% of 

patients whose tumor expressed al1 thra proteases wem alive and fne of distant disease 

whaeas 63.1% of those whose turnor lacked at least one protease were dive and metastasis- 

fns. The difference between the curves was statistically significant (p=0.0026). No difference 

in DMFS was noted whether O, 1 or 2 proteases were acpresd. Thaefore, when the category 

representing tumors expressing no proteaae w u  groupecl with that expressing 1 or 2 proteases, 

the difierence in DMFS with tumors expressing al1 three proteases was even more significant 

( p 4 . 0 6 ) .  Similar results were found with OS (54% dive at 5 years for cases expressing 

t h  proteases and 72% for those expressing 0, 1 or 2 proteases). 

The table shows the HR of developing distant metastases when al1 three categories (three 

proteases, no protease, 1 or 2 proteases expressed) were included in the mode1 and when the 

cases lacking at least one protease were grouped togdher. By muhivariate analysis, afker 

adjustment for lymph node status and tumor sue, the HR of developing distant metastases was 

83% greater for those expressing al1 three proteases compareci to those expressing none 

(HRz1.83; fl.002). The HR for those expressing 1 or 2 proteases was comparable to that of 

tumors expressing no pmtease (HR4.99; p4.96). The influence of concomitant expression 

of al1 three proteases was even more significant when turnon expressing 1 or 2 proteases were 

grouped with those expressing no protease (HR-1.84; pd.000 1). 

Further anaiyses wae perfomed to confinn ow findings. We focused successively on 

NNBC, NPBC, and on tumon smaller or larger than 3 cm. In each subgroup, as described 

above, the prognosis of tumors cxpmsing no protcast was signXcantiy more fkvorable than 

that of tumors cxpreasing dl thtee proteases. The prognosis of tumors expressing no pmtcase 

was comparable to that of tunon expressing one or two proteases in d l  but the NNBC 

subgroup. Md, the survival ofNNBC patients whose tumor expresscd 1 or 2 proteases was 

intermediate betwan the other two categories. 

DISCUSSION 

In thigs study, the prognosis of breasî cancer patients was sijpificantly wone for those tumon 

whow r d v e  stromai cells ovetexprcd ail three proteases c o m p d  to those lacking at 



least one. Furthermore, ahhough a lower r e c u ~ ~ n c e  rate wu obsaved when one or two 

proteases were Mssing, the recurrenct rate was comprnble to that of tumon expressing none 

of the thne proteases. Those findings are in line with the concept that severai proteases, 

including those produced by reactive stromal cells, are interdependent (Chunbers and 

Matrisian, 1997; MacDougall and Motnsian, 1995; Nagase, 1997; Santavicca et al., 1995; 

Solomayer et al*, 1998) and suggest that a breach in that protease pathway may impair breast 

cancer progression. 

Our data also stress the stronger clinicd relevance of asscssing the prognostic value of severai 

proteases jointly rather than seprntely. Howcver, this concept is better established for 

proteases that have specific inhibiton. For example, clinid studies suggest that the ratio of 

gelatinase A and TIMP-2 expression may play a critid role on cancer progression. Patients 

with bladder cancer (Gohji et al., 1996) and uterine c e ~ x  cancer (Nuovo et aL, 1995) with 

higher gelatinase A/TIMP-2 ratios were more likely to follow a poor outcorne. In a study on 

14 breast cancer patients, Onisto et al. (Onisto et al, 1995) report that a high gelatinase 

AtTIMP-2 ratio wmlated with lymph node metastases. The snidy of Foekens et al. (Foekens 

et al., 1995) even reported no significant association of Plasminogen Activator type-2 

Inhibitor (PM-2) with the prognosis in uP A-low breast tumon while in uP A-high tumors, low 

inhibitor levels were strongly associated with a short DMFS (Foekens et ai., 1995). fiirther 

supporthg our hypothesis that an intact pmtease cascaâe is necessary to maintain tumor 

invasiveness. 

While sevenl proteases may be inhibited by specific inhibiton, they may dso be activated by 

other proteases. For example, then are Ni vibo cvidtnccs that Pro-gelatinase A can be 

activated by other MMPs such as MMP-1 and MMP-7 (Cnbbt et al., 1994) and progdatinase 

B can be activateû by intentitial collagenase @¶W-l), stromelysin-1 (MMP-31, mrailysin 

(MMP-7) and gelatimm A (Nielsen et al*, 1997). Cathepsin D w u  found to indirectly 

activate uPA since Clthcpsin D cm activate caîhepsin B ud L (van dsr Stappen et al., 1996) 

which in hirn can activrte uPA (Gorctzicj et d,  1992; Kobayadii et al., 1991; Takei et al., 

1997). Very fm studies, howevcr, investigated the prognostic influence of combined 

proteases that lackcd protacs inhibitot uctivity. 



Unexpccted findings were obswed in NNBC. In this subgroup, tumors expressing 1 or 2 

proteases followed a clinical course t b t  was intermediate between those expressing none or 

al1 thne protews. Thow findings are dEicult to explain but may be due to a relatively small 

number of patients in this subcategory (192 cases) or some unrecognized biologic factors. 

In conclusion, our study fbrther demonstraîes the clinid relevance of assessing the joint 

eEect of several proteases when studying their expression in relation to the risk of recurrence 

in breast cancer. This is consistent with the fact that many proteases are strongly intemlated 

and appear to act in a cascade. It also adds support to the concept that proteas produced by 

stromal al ls  play a key role on tmor progression. 
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Figure 1 . Representative examples of positive expression of all three markers by react ive 

stroma1 ceh, 



Figure 2. DMFS of patients with expression of three proteases. 

DMFS of patients with turnoa expressing either dl three (+/+/+), or any other combination of the 

three proteases (Cathepsin D, umkinase Plasminogen activator, stromelysin-3); positivity king 

defuied as >= 10% positive cells. 

Table 1. Hazard Ratios for the association of protease expression on occurrence of metastases and 

death. 

Marker Univariate P value Multivariate* P value 

HR** (95% CI) HR (95% CI) 

44- 1 .O 1 *O 

+/+/+ 1.800 (1.239-2.6 16) 0.0020 1.829 (1 247-2.683) 0.0020 

Other 1 .O87 (0.8 12-1.455) 0.5747 0.992 (0.732- 1.344) 0.9582 

Combinations 

44- and others 1 .O 1 .O 

+/+/+ 1.695 (1.247-2.304) 0.0008 1.840 (1.345-2.5 16) 0.000 1 

* adjusteci for lymph node involvement and tumor size. 

** HR: Hazard ratio 



C H A P m I X  

DISCUSSION ET CONCLUSION 



Discussion 

Cette étude qui a duré quatre ans soit de 1995 1999 a port6 sur les interactions Cpithéliales- 

stromales dans le cancer mammaire primaire plus particuliérement sur le rdle des cellules 

stromales. Elle visait à vérifier l'hypothèse que les cellules stromaies jouent Cgalement un rdle 

non nbgligeabie en âivorisant la progression tumorak mammaire ouvrant la voie à de 

nouvelles avenues de thérapie anticancéreuse. Cette hypothdse découle de la découverte du 

docteur T h  en 1993 pue la suMe dans un sous-groupe de patientes porteuses de cancer 

mammaire avec atteinte ganglionnaire lymphatique était liée significativement i l'expression 

de la cathepsine D par les cellules stromales et non par les cellules cancéreuses. Ce rdsultat 

implique que les protéases stromales produites par les dans le cancer du sein intluencent la 

progression tumorak. 

Les rCsultats des Chides réalisées et présentées dans cette thése apportent un nouvel Mairage 

sur le rdle des cellules stromales dans le cancer mammaire humain, et rdpondent a une partie 

de l'hypothèse proposée. 

t .  La fibroblastes associés ii la tumeur mammaire sont diff6rtats d a  fibroblastes 

normaux. 

Les fibroblastes utilisds dans cette étude ont étC purifits à partir de tumeun primaires 

mammaires. Les fibroblastes prdsentent deux aspects morphologiques in W o ,  soit les aspects 

fibroblaste-like et myoflbrobiasf-like. La nature de cellules stromales a été confirmée par 

l'expression de vimentine et la morphologie en culture. Dans le cas de myofibroblastes, on 

obsetve une expression de l'a-actine. 

Dans le cancer mammaire, on a dCmontcé que 7(Y/r (Ronnov-Jessen et al.. 1992) d 8W. 

(Sappho et (J., 1988) des cellules stromales sont des myofibroblastes. Les myofibroblastes 

sont impliquCs dans plusieurs processus pathologiques. Ils induisent la desmoplasie (Bmky et 

al., 1984) et sont une soura importante de prothses (Nielsen et aL, 1996) impliquées dans la 

dtgdation protçdytique. La fonction des myofibroblastes n'est p u  complètement élucidée 

dans le cancer mammaire. 



Toutes les cellules stromda purifiées de turneun mammaires presentent une expression de 

CD68 identifit par KP-1. On ne sait pas si ces cellules stromales sont vraiment d'origine 

macrophagique avec persistance de CD68 malgr6 une transdiffhntiation en cellules 

fibroblastiques ou myofibroblastiques ou si le CD68 identifit par KP-1 n'est pas un marqueur 

spécifique des cellules d'origine mydloïde. Le CD68 est couramment utilisC sur coupes 

tissulaires en clinique pour identifier les macrophages. Il serait peut-êâre préférable de 

caract6riser ces cellules stromales associCes i la tumeur par une analyse ultrastnicturale ou i 

I'aide d'anticorps diriges contre d'autres dpitopes de CD68, afin de contirmer la véritable 

nature de ces cellules. 

Ces cellules stromales assocides B la tumeur sont diffërentes des fibroblastes purifiés de la 

pew normale. Dans la coculture de tissu-équivalent bCTC), ces fibroblastes favorisent la 

migration ou l'invasion des cellules de cancer mammaire et participent à la modulation de la 

production ou sCcrétion de protéases comme les gdlatinases liks au phhotype des cellules 

Cpitheliales, suggérant qu'ils jouent un rôle dans la migration des cellules candreuses et dans 

le remodelage tissulaire. 

Par coculture in vitro et avec une stimulation tumoraie comparable, le degr6 de rtponse des 

cellules stromaies B la stimulation cancéreuse est variable selon la tumeur dont les fibroblastes 

sont issus. En effet, l'expression de la strom6lysine-3 par ces cellules stromales assocites la 

tumeur apds la stimulation par une même source maligne est différente pour chaque tumeur 

individuelle dont ces cellules stromales ont été purifiées. 

Tous ces résultats indiquent que les cellules stromales d'origine tumorale sont diffdrentes d a  

ceilules normales puisqu'dles produisent des pmtCues absentes chez les ccllules non 

stimulées. Elles méritent L nom dCji proposées de cellules activées, rtcictionnelles, et 

a n o d e s .  Comme la strornClysine-3 exprimée I I'interhca de cellules épithhles 

cancéreuses-stromales par ces cellules usociOes i Ir tumeur est impliqua dans I'invasion 

tumoraîe et que ces cellules favorisait la dCgdation de la matrice exttace1lulake a la 
migration des cellules cancéreuses, I'approche visait i inactiva ces cellules associées à la 

tumeur denoit avoir un impact majeur sur la recherche de nouvelles voies de thkapie 



anticancéreuse. 

2. La p d i f h t i o n  dm cdlules Cpithélialea uncCmise mimmaim a besoin du support 

stromrl, 

Les cellules CpithCliales cancéreuses mammaires ne peuvent proliferer facilement en culture 

primaire quand ces cellules Cpithtliales sont isoldes de l'organe in vivo. Au cours de l'étude 

initiale, les cellules Cpithéliales cancéreuses mammaires ont 6tC sélectionnées par prolifQation 

en culture sur agar. Cependant, quand ces cellules CpithCliales purifiées sont transférées en 

culture simple, la prolifhtion de ces cellules est compléternent perturbée et même arrêtée, 

bien qu'un milieu de culture riche en nutriments et avec drum B 10% ait été utilisé. 

On sait que la prolifhtion de ces cellules Cpithtliales cancdreuses ainsi que la croissance 

tumorale dependent de facteurs de croissance, du support stromal, de stimulations 

paracfinie~es, et de l'angiogentse in vivo. En culture in vitro, cet environnement n'existe 

plus. Il est donc logique de chercher un moyen pour assurer le support stromal in vipo. En 

effet, l'utilisation d'une couche noumciére de cellules 3T3 irradiees sert non seulement à 

contrôler la surcroissance des fibroblastes, mais aussi h amdiorer et acc616rer la prolifdration 

des cellules CpithCliales cancéreuses mammaires in vitro. 

La purification de cellules épithClides mammaires humaina i partir de tumeun mammaires 

est un travail dificile (McCallum and Lowther, 1996). Deux facteurs expliquent cette 

dimcultC: la surcroissance de fibroblastes (Cailleau et al., 1974; Engel et al., 1978b; Soule et 

aL, 1973; Speus et al., 1998) et la prolifbration lente des cellules 6pithCliales lorsqu'isolées de 

l'organe vivant (von FouMer et ai., 1980). En effet, sans inhibition sélective de la 

prolifCntion des fibroblastes, la culture primaire suite i la digestion enzymatique de tissus 

tumoraux a entraiand une surcroisaance de fibroblastes dans chaque cas dans l'expérience 

initiaie (résultats non montrés). Nous avons au début CSSILY~ Cgilemmt l'utilisation d'un 

flacon de culture (Rimaria@, Falcon) spécifiquement pour inhiber Ia prolifhtion stromale. 

Bien que la vitesse de prdifhtion des fibroblutcs Ut Cté dativement ralentit, les cellules 

épithéliales ne pouvaient être purifi&s et utilisks. L'aâministration de gdnéticine a étC tentée 

également, et I'effa d'inhibition des cellules stromales était très hible. Nous avons ensuite 



utilisé la sédimentation w lieu de la centrifiigation pour rhpérer sélectivement les cellules 

Cpithéliales. En gbnéd, dans la suspension cellulaire apr& digestion enzymatique, les cellules 

stromales hient isolées les un= des autres, tandis que les cellules CpithCliales se regroupaient 

en agrégat, et cet agféga! épithdial formait le sédiment plus vite que les cellules stromales. 

Cependant, il était très difficile d'optimiser le bon moment pour une pure séparation sélective. 

La plupart des méthodes rapportées se concentrent uniquement sur les moyens de contrôler la 

surcroissance des fibroblastes, La culture en milieu sélectif est une méthode couramment 

utilisée B ce jour. Cette méthode utilise un milieu riche en nutriments et permet de réduire la 

concentration de sérum en culture, car le sCNm pourrait favoriser la surcroissance des 

fibroblastes (Dairkee et al., 1995; Ethier et al., 1993). Bien que cette méthode puisse diminuer 

la proportion des fibroblastes en culture cette inhibition n'est jamais complète. En plus, cette 

méthode nhssite une concentration très fPible de sérum, tandis que ce dernier contient des 

peptides, des facteurs de croissance, des hormones etc. qui sont Cgalement nécessaires pour 

maintenir une culture primaire de cellules épithéliales. 

La couche nourricière de cellules 3T3 irradiées est couramment utilish par k groupe de 

recherche du LOEX ( C m  Pavillon Saint-Sacrement, Québec) pour maintenir les 

khtinocytes en culture. Les rdsultats de notre étude indiquent que cette méthode fonctio~e 

dgalement pour la culture de cellules épithdiales cancéreuses mammaires. Cette méthode 

semble rCsoudn en même temps les deux problèmes rencontrés couramment dans la culture 

sélective de cellules épithdiales de tumeurs mammaires soit la trop grande prolifhtion de 

fibroblastes et la faible prolif6ration des cellules épithbliales. 

Au moment de commencer ce travail, nous n'avions pas trouv6 d'étude semblable dans la 

littdrature. En 1998, Matoudron @htouskova E et d,  1998) a présent& par communication 

courte, une &de utilisant la couche nounicién par cellules 3T3. Dans son étude, les 3T3 ont 

été irradia i 10 Gy, a l'auteur a obmb, i court terme, une expansion clonale importante des 

allules CpithClides de cancers mammaires. Cependant, les auteurs ne s'intéressaient pas i la 

purification des cellules CpitMliaies. Bien que l'on n'ait pas cornpan5 l'effct d'une dose 

d'irradiation entre 10 et 60 Gy, il semble que l'imdiation i la dose de 60 Gy supprime le plus 



la capacité de prolifCntion des cellules 3T3 imdiées tout ai consemat l a i r  mCtaôolisme 

biologique. Les cellules 3T3 irradiées k une dose de 60 Gy sont incapables de se pmlifk. 

Dans notre étude, nous ne voulions nous limitQ i Ir culture i court tenne. En e f f i  la culture 

B long terne a été r b i e  chez une des six cas étudids. 

Le karyotype est une technique sophistiquée qui nécessite une quantitt importante de cellules 

purifiées. Pour cette nison, I'snilysc du karyotype a été seulement réalisée dans un de 

culture A long teme, et a confirmé la dignité de ces cellules. 

Au total, l'utilisation de la couche noumciére 3T3 irradibs B 60 Gy est une methode simple et 

pratique qui permet non seulement une purification de cellules bpithéliales en culture i court 

tenne mais permet aussi d'accroître les chances de réussir une culture B long tenne et 

l'établissement de lignées cellulaires. Cette méthode poumit être combinée avec d'autres 

méthodes sélectives, On se demande si la combinaison d'une couche nourricière de cellules 

3T3 irradiees et un milieu sélectif pourrait améliorer la stlection de cellules épithéliales 

cancéreuses mammaires. 

3. L9intCrêt de la nouvdle lign& ceUulaire mammaire. 
PurifiCe en utilisant la couche nourriciére de cellules 3T3 inaditss, la lignée HDQ-Pl a et6 

etablie et bien caractérisée. L'6tablissement de cette nouvelle lignée mammaire a plusieurs 

intkêt pour l'étude du cancer du sein. 

D'abord, la méthode utilisk pour rCussu 1'Ct.blissement de cette nouvelle lignée a étC un 

succès a représente une altemative intéressante. De plus, la plupart des lignCes mammaires 

commacidibes sont d'origine rndtastatique (Cailleau et d,  1974; Kurebaycishi et al., 1995; 

Siwek et al., 1998; Smith et al, 1987; Zoli et d, 1997). Daru la litthture, deux grandes 

&ries ont rapport6 dm lignk 6 putir dm tumeun primaires mammrins. Le t u a  de réussite 

est de 1/136 tumeurs et de 10 sur 135 tumeun (McCallum and Lowthcr, 1996) par milieu 

sélectif Parmi les 6 as pttssntés dans cette thèse, une ligide a étC éâaôlie, a i g g b t  une 

grande probaôilW d'avoir de nouvelles lignées ccllulains i partir de huneun primaires 

pouvant semir i la recherche dans le cancer du sein. 



Les caract6ristiques cytogCnétiques du cancer du sein ne sont pas claires B ce jour. Il n'y a pas 

encore d'anomalies spécifiques identifiées, aauf dans de mes études. Certains auteurs ont 

rapport6 qu'une aitération du chromosome 6 était la plus fkéquente (McCalium and Lowther, 

1996) et que le chromosome 1 montrait souvent un rkmngemant de structure (Amadori et al., 

1993; McCallum and Lowther, 1996). L'analyse cytogdnétique de HDQ-Pl a révélé dans ces 

cellules un koryotype hyperploidïque réarrangd a stable. Les chromosomes les plus 

réarrangées sont les 1, 7, 9, et le chromosome 6 est celui Ie plus souvent dupiiqué. Ces 

r6wiltats s'ajoutent wr connaissances actuelles sur les changements cytogénétiques du cancer 

du sein. En plus du karyotype réarrangt, les cellules HDQ-Pl présentent une mutation de p53 

au codon 213 et une amplification de I'oncugtne c-myc. Ces deux évdnements sont connus 

dans une population des cancers mammaires. Ces caractéristiques des ceilules HDQ-Pl sont 

comparables au cancer in vivo et cette lignée a donc un bon modèle pour éhidier le cancer 

mammaire. 

4. IatCrêt de valeun pmnostiqucs der prothta dinr le uncer du sein. 

Un facteur pronostique constitue un des panmétres importants en canc6rologie clinique, et 

surtout dans le cancer mammaire. L'amCliotation des modalitCs thérapeutiques permet B ce 

jour i des patientes de mieux bendhcier de la thhapie adjuvante par une dlioration de la 

survie (Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group, 1992). La plupart des patientes 

sans envahissement ganglionnaire ont effectivement une excellente survie & long terne. 

Cependant, toutes cm patientes ne MnCficient de la thérapie adjuvante et une proportion de 

ces patientes i bon pronostic ont une récidive de la maladie, malgr6 l'absence 

d'envahissement ganglionnaire au moment du diagnostic. Le ddpistage et l'avancement des 

technologie diagnostiques permettent en rCiIit6 un diagnostic précoce du cancer du sein. Par 

condquent, une grade proportion des lbions d6couvertes sont petites a 9ms envahissement 

ganglionnaira. Donc, selon &a classification classique, toutes ces lCsions ont un bon pronostic. 

Cependant, une certaine proportion des patientes avec ces petites ICsions dbvelopperont tout de 

même une récidive prhcc. Si on pouvait cibla ces prtientcs, elles pourront être traitées par 

des modaîit6s plus adéquates avant la récidive de Ir mdadie. Nous croyons que les p r o t h  

produites par la cellules stromales jouent un r81e &na l'invasion tumode nuunmaire, et que 



les cellules strodes sont un cible intdressant pour de nouvelles thérapies, parce que moins 

susceptibles de développer des résistances. 

Les fmeurs pronostiques cliniques établis permettent d'identifier les patients avec cancer 

faible ou i haut risque, et donc d'adapter le traitement. Dans deux études cliniques, l'intérêt 

pronostique de la CD, 1'uPA et la ST3 a été étudiC chez des patientes porteuses de cancer du 

sein. Une bonne corr6Iation entre la forte expression stromale de ces protéases et la faible 

suMe chez ces patientes confirme que ces protéases stromales (CD, uPA a ST3) participent a 

la progression du cancer mammaire, et l'expression stromale de ces protéases peut praire la 

survie i long teme chez ces patientes avec cancer mammaire. 

Dans une étude clinique du Dr Têtu (Têtu et al., 1998). l'expression de la Sn dans les 

fibroblastes était aswcidc certains facteurs cliniques, tels qu'un grade nucléaire pauvre, un 

Hge plus jeune, un envahissement ganglionnaire, une histologie canalaire, 1' aneuploïdie et 

l'expression de HSP-27. L'expression de ST3 pouvait prédire un faible taux de survie sans 

récidive. Certains autres auteurs ont rapport6 une association entre l'expression de ST3 et 

l'histologie cuirlaire (Chenard et 1996; Linder et uî., 1997)' au degr6 nucléaire pauvre 

(Hahnel et al., 1993) 6 1 un f ~ b l e  twx de survie de patientes (Ahmad et al., 1998; Chenard et 

al., 1996; Delany and Canalis, 1998). 

Dans notre étude clinique sur 1'intMt pronostique de ST3 i long terne, l'analyse nous montre 

que l'expression de Sn ne pouvait pas prédire toute d e  une survie sans mCtsstase à long 

terme. Par contre, l'expression stromale cornbide de la CD, I'uPA a ia ST3 montre une 

bonne con6iation avec un faible taux de s u d e  sans mCtutue long terme. Par contre, la 

survie est la meme, quelque soit le type et le nombre de prot-s manquantes. L'importance 

de ces r6sultats est la mise en hidence en clinique que ces protéases sont intcrd@endantes 

pour tàvoriser la progression tumorale, suggérant que ces protéases agissent en cascade dans le 

processus d'invasion p u  les cellules cancéreuses. 



S. L'upmaion stromik de ia ST3 est cancer-rpécifique et représente une réaction 

individudlt de F hbtu 

Par le modèle de coailture in viho, l'expression de ST3 a été ucaminte dans des fibroblastes 

ddrivés de tumeur mammaire et dans des fibroblastes cutanés nomaux en pr6sence de cellules 

épithClides cancéreuses mammaires de diffémite agressivitb. Ce modele de coculture 

reproduit un tissu-équivalent in vitro simulant une tumeur mammaire in vivo. L'objective &ait 

de localiser, sur un tissu-équivalent, les fibroblastes rCpondants la stimulation cancéreuse. La 

technique in situ a permis d'étudier l'expression de protéases par des fibroblastes de diverses 

sources et de localiser le signal (distal ou proximal), r6pondant ainsi à la recommandation par 

Dano (Johnsen et ai., 1998). 

A l'aide d'une wailture avec des fibroblastes cutanés nonnaux, nous avons confi~nnt! 

l'hypothèse de Basset et d B l'effet que les cellules cancéreuses mammaires pouvaient 

stimuler les fibroblastes nonnaux à produire la ST3 in vitro (Ahmad et al., 1997). Cependant, 

la wculture directe ainsi que la methode in situ nous a pennis d'observer une surexpression 

évidente de ST3 par ces fibroblastes normaux en prdsence de cellules canctreuses des lignées 

MCF-7 et MDA-MB-23 1 ddjP rapportées, mais aussi de SK-BR-3. 

CocuItivCs avec les cellules cancéreuses d'origine mammaire, les fibroblastes d'origine 

tumorale ont éîC stimulCs pour produire de la ST3. Cet effet de l'induction était trés Cvident 

dans les trois lignées malignes utilisées dans l'étude (MDA-MB-231, SK-BR-3 et MCF-7); 

par contre, la coculture avec la lignée non tumorale (184AI) a les cellules CpitMliales 

normales mammaires ne montrait pas d'effet d'induction sur l'expression de Sn. Nos 

résultats montrent que les cellules stronuûes d'origine tumorale ou normales, cellules 

réceptives, expriment la ST3 uniquement en présence de cellules cancéreuses, cellules 

stimulantes. Nos résultats ont confinnd que l'induction p u  les cellules Cpithtliales sur la 

production de ST3 par les fibroblastes était spécifique uc tumain malignes. 

Ii est intéreaaant de commenter Cpianent l'effa d'induction p u  la lignée MM-U4. Cette 

lign& a étC obtanie i partir d'une lésion atypique sévère de I'urothClium (Lin et al., 1985). La 

coculture avec cette lignCe a induit une production de Sn dons les fibroblastes, bien que cette 



expression de ST3 soit fàible a focale. Les résultats supportent l'obemiition clinique que k 

ST3 &ait Mquemment exprimée dans ks cancers in sith et les lCsions précancéreuses comme 

la dysplasie (Basaet et al.. 1990; Bolon et al., 19%). 

II est intéressant également de noter que, dam le cas d'une coculture mettant en prdsemx des 

cellules cancéreusts ou stromales d'une même tumeur, l'expression de ST3 par les 

fibroblastes se situe au voisinage des cellules cancéreuses. Nos résultats confirment que 

l'expression de Sn par les fibroblastes était rbinductible, que la stimulation venait de ia 

présence de cellules c~ulcérwses et que sails les fibroblastes situbs h proximité des cellules 

tumonles rdpondaient i la stimulation. 

L'effa d'induction est trds probablement surtout via un contact direct de cellules CpitMlides 

cancéreuses et de cellules stromales, car cette induction est toujours IimitCe aux fibroblastes 

situés à l'interfàce. Bien que l'effet d'induction soit aussi observe par la coculture indirecte, 

c'est dans la conilture directe qu'on observe l'expression la plus importante dans les cellules 

stromales voisines. Ceci nous fait présumer que le contact cellulesîellules serait possiblement 

la condition essentielle pour l'induction de ST3 ou que les fibroblastes rdpondaient h certaihs 

f-n dubles très IimitCs et concentrés prQ des cellules cancéreuses. Certains auteurs dans 

la littérature ont présurnt que les cellules cancéreuses pouvaient produire un gradient de 

concentration des fweun difisibles qui stimuleraient la production de ST3 par les 

fibroblastes situCs h une distance efficace de l'activitb biologique de ces facteurs prdaumés 

(Basset et al., 1990). Ii serait souhaitable d'utiliser une coniltun tridimensionnelle afin de 

simuler Ir situation in vivo et d'çhidier la relation directe entre la production stromale de 

stn,mClysine-3 et l'invasion des cellules cancéreuses mammaires. 

Pumi les fmeun solubles et responsables de l'induction de la production de Sm, on retrouve 

le bFGF. Cepenâant, l'administration de bFGF exogène ou anti-bFGF n'a pas changt 

significativement l'effet d'induction par cellules cancéreuses sut l'expression de Sn. Dans le 

carcinome mammaire, les cellules canc6aisec peuvent produire des fàctCUIS/cytokines qui 

pourraient activer les génu des MMPs des fibroblastes voisins @asset et a&, 1990; Gullick 

W.& 1990, Lippmm iiad Dickson, 1989). Ccpadrnt, ce n'est p u  le cas pour la Sn. Dans une 



étude récente (Ahmad et al ,  1997), ces facteurs, EGF, bFGF et PDGF n'ont pas stimulC le 

promoteur de ST3, et les auteurs ont sugger6 que l'activation de I'activith du promoteur de 

ST3 n'était pas une wnséquence de cytokines. Nos résultats conespondent i ceux récemment 

publiés par Mari et al. Nari et al., 1998)ou le bFGF n'influence pas l'induction du niveau 

d ' m m  ni du niveau de protdine, mais participe b la modification post-traductionelle 

seulement. On sugg6e que les cellules cancéreuses produisent des facteurs diffisibles dont 

bFGF, et que ce bFGF active certaines autres MMP qui modifient la forme mature de ST3 de 

45 kDa en un hgmcnt de 35 kDq vérifiable par la technique de Western biot. Par 

immunohistochimie dans notre étude, nous ne pouvons détecter cette modification post- 

traductionelle, 

Dans la littbature. seulement deux 6tudes in vitro ont analysé I'effet de l'induction de ST3 par 

les cellules cancéreuses. Une étude a utilisé des cellules cancéreuses pulmonaires (NSCLC) 

dans une étude de coculture indirecte et directe (Mari et al., 1998) et l'autre a utilisC des 

cellules cancéreuses mammaires (MDA-MB-23 1, MCF-7 a ZR-75) (Ahmad et al., 1997). 

Dans ces deux Ctudes, les cellules stromales étaient des fibroblastes nonnaux de poumon et de 

peau' et l'anaiyse s'est faite par Northem blot. Notre étude cherchait pour la premiére fois la 

rCponse in vifro par des fibroblastes d'origine tumorale i1 une stimulation par des cellules 

cruicéreuses mammaires. A la diffkence des fibroblastes normaux, les fibroblastes d'origine 

tumoraie ont rCpondu diffhmment i1 la stimulation tumorale. En effet, les fibroblastes n'ont 

pas reondu la stimulation cancéreuse de la meme façon. Par la aiculture in IWO et devant 

la meme stimulation tumoraie, le degr6 de réponse h la stimulation cancéreuse était variable. 

Les cellules F9846 ont le mieux rdpondu & l'effet d'induction, tandis que les fibroblastes 

FI4700 ont trés peu répondu, a même aprZs une amplification de 25 cycles, l'expression de 

Sn dans les cellules FI4700 ont CtC obsewée presqw négative. Le degr6 d'expression de Sn 
dans chaque lignée de fibroblastes a ét6 corn616 avec l'aspect histologique de la tumeur 

original, sa diffémiciation et l'envahissement ganglionnaire. LimitC par le nombre de cas, 

nous ne pouvons prs tuer une conclusion définitive. Cependant, le fdt que l'expression 

wirble de ST3 se retrouve uniquement panni les fibmblutcr d'origine tumorale suite i. une 

stimulation par des cellules malignes su- I'hyp&&e que les fibroblastes d'origine 

tumorale sont phénotypiquement diffhnts des fibroblastes normaux de puu. Ca fibroblastes 



associés I la tumeur répondent de f w n  diffinte i ia stimulation cancéreuse par production 

variable de Sn sugehnt que la réponse p u  ces fibroblastes Z la stimulation de cellules 

cancéreuses mammaires in vibo représente une M o n  propre 6 l'hôte. DM plus, non 

seulement les cellules cancéreuses mais aussi les cellules stromales joueraient un rôle 

Cgaiement actif dans le processus d'invasion. 

Les divers types de tumeurs n'expriment pas ST3 de f w n  comparable. L'expression de ST3 

n'est p u  obsavée dans les lymphomes et on croit que l'induction de ST3 est epithelicil 

specific (Kossakowska et al., 1996). Dans une autre Chide sur 12 carcinomes de la thyroïde 

(Zedenius et al., 1996), l'expression de ST3 était absente chez 12 tumeurs étudiées. Une 

hypothèse peut être tirée de nos résultats, c'est que la réponse de l'hôte i l'induction de 

cellulcs cancéreuses pourrait ddpendre du phénotype des fibroblastes de diffCrentes sources, et 

du type de cytokines produites par la tumeur. 

Il n'est pas clair si l'activité enzymatique de certaines protéases telle Sn est absolument 

nécessaire pour l'invasion et la métastase des cellules canckuses. La SI3 semble plutôt 

impliquée dans la formation tumorale et, surtout, son effet protéolytique semble minime. Des 

cherchaus dans le domaine se demandent (Blasi and Stoppelli, 1999) si la ST3 est essentielle 

h Ir progression tumorale? Comme la substrats de la SI3 sont encore inconnus, on peut croire 

qu'ils sont des facteurs de croissance sous une forme immature. On peut Cgaiement pr6sumer 

que le site de l'hémopexine C-terminal est impliqud dans une interaction fonctionnelle au lieu 

du site protéolytique ? 

En utilimt l'approche très sensible par RT-PCR, l'expression de ST3 a CtC identifiée dans des 

lignées cellulaires cancéreuses mammaires telles que MCF-7, MDA-MB-23 1, SK-BR-3, etc. 

Bien que la Sn soit surtout présente dam les cellules stromales des carcinomes, son 

expression est aussi observée dans des cellules épithéliales cancéreuses de certains carcinomes 

(Bolon et al., 1997). Dans les carcinomes pulmonaires, cette expression Cpithdiale existe 

surtout dons les carcinomes malpighiens et bwloïdu et est liée de &on inverse au degr6 de 

diffërenciation malpighinna (Bolon et ai., 1997). L'expression épithClide de Sn est aussi 

o b m é e  dans des cellules can-m épithtlialcs du pancréas (6112) (von Manchal1 et d ,  



1998). L'expression de ST3 a été également retrouvée dans des lignées cellulaires cancéreuses, 

tels que MCF-7 et MDA-MB-23 1 dans le cas mammaire, et CCF-STTG 1 (astrocytome), HepG2 

(hepatome). SW620 (adénocarcinome de côlon), et Tera-2 (teratome) (Giambemardi et al., 

1998). L'expression épithéliale de ST3 dans le cancer du sein est liée uniquement à la transition 

histologique du phénotype épithéliale à mésenchymatew (Ahmad et al., 1998). Il est possible 

que cette expression épithéliale reste absente à cause de la sensibilité faible du Northem blot, la 

technique utilisée dans la plupart des études. Par PCR, toutes les lignees épithéliales dans notre 

thde  montrent une expression variable de 1'ARNm de ST3, suggérant qu'il existe un niveau de 

base de la ST3 dans ces cellules épithéliales. A ce jour, le rôle de ST3 par les cellules épithéliales 

n'est pas clair, et il pourrait s'agir d'une expression non-adéquate liée au phénotype malin. 

Figure 1. L'expression d'ARNm de la ST3 par les cellules épithéliales. 

L'expression d'ARNm de la ST3 est observée également dans des lignées cancéreuses 

mammaires (MDA-MB-23 1, SK-BR-3 et MCF-7). Cette expression est faiblement positive dans 

la lignée MGHU-4, une lignée cancéreuse de I'urothélium. T462 est un tissu tumoral du sein. 

(Résultat de RT-PCR, dilution à 1 256 pour Factine). 

6. La Cathepsine D stromak favorise la progression du cancer mammaire. 

Une b ~ ~ e  corrélation a été observée entre l'expression de la cathepsine D par les cellules 

stromales, et non les cellules cancéreuses, et un faible taux de survie des patientes porteuses de 

cancer mammaire. Ces observations confirment que la cathepsine D par les cellules stromales 



contribue B cette progression tumorale. Dans la littérature, deux principaies cat6gories de 

techniques anaiytiques ont été h d i b  : analyse du cytosol pu  Westem blot, IRMA et ELISA 

; et anaiyse de la cathepsine D cytopliilmique par immunohistochimie. Outre des diff6rences 

de technique, des anticorps utilisbs et des seuils de positivitt choisis, une diffkence essentielle 

est que l'analyse du cytosol considère la uthepsine D du tissu tumoral in toto, sans 

diffërencier la contribution des dinaents compartiments de cellules tandis que l'analyse par 

immunohistochimie permet de localiser les différentes cellules exprimant la cathepsine D. 

L'analyse de la cathepsine D par méthode cytosolique est prdf6rée par les chercheun de 

l'école européenne, et la technique est maintenant standardisée pour IRMA et ELISA. Les 

chercheurs qui préfénnt cette analyse estiment que le précurseur sécrét6 est typique et 

représentatif des cellules cancéreuses, a que b précurseur sécrét6 peut être autoactive dans le 

milieu acide i l'extérieur des cellulaire tumorales puis agit p u  dégradation protéolytique. 

Selon eux, l'activation du précurseur et la ddgraâation de la matrice extracellulaire serait la 

seule voie de la fonction protéolytique de cathepsine D dans la situation cancéreuse. Une 

méta-analyse récente a confirmC que l'expression de la cathepsine D dans le cytosol c o d e  

avec un fiible taux de suMe chu 2810 patientes avec cancer mammaire (Fakens et al., 

1999). 

II en vrai que la sécrétion du précurseur de cathepsine D est ophifique au cancer mammaire 

(Rochefort, 1990). Le milieu extncellulaire tumoral est souvent acide. Le précurseur stctétb 

peut donc être activC et participer à la dégradation de la matna extracellulak (Briozzo et aL, 

1988; Sloane et al., 1987). Cependant, la sécrétion de précurseur n'est pas k ml aspect de la 

cathepsine D dans le cancer munmaùe. On observe dans le cancer du sein une accumulation 

de précurseurs et une maturation importante de cathepsine D cytoplasmique. De plus, de 

grandes vtsicules intracellulaires contenant un haut niveau de cathcpsine D mature ont &C 

retrouvées dans les cellules cancéreuses in vitro et dans les sections tumorales de sein (Roger 

et cil., 1994), signifiant que la d-ation protéolytique se f&t pu  la phagocytose cellulaire 

(Montcounier et al., 1990). Une expérience a égaiement &unidi6 le rdle du pdcurseur sCaM 

dans le milieu de culture air l'invasion des cellules mammaires i l'aide de plusieurs lignées 

cellulaires : MCF-7, MDA-MB-23 1, MDA-MB-23 1-435, MDA-MB-23 14354 SK-BR-3 a 



MCF-7-ADRr. Aucune corrélation n'a étC o b m &  entre la dcdtion de cathepsine D a 
l'invasion de ces cellules cancéreuses (Johnson et al., 1993). Ces resultats supportent le-rôle 

du processus de maturation de Ir cathepsine D dans l'invasion tumorale (Liaudct et al*, 1994) 

a que la procathepsine D, sécrétée ou intracellulaire, ne participe pas directement au 

dCveloppement de métastases des cellules cancéreuses. Les auteun ont considéré que la 

cathepsine D des cellules stromales devait plutôt participer à la progression morale 

mammaire (Johnson et al., 1993). Des auteurs s'interrogent Cgalement savoir si le pH A 

IJext6rieur des cellules peut être tellement acide que le précurseur serait autoactivé, car le pH 

opti*mal de l'activitt de clthepsine D est entre 3 5. En en*, les macrophages et autres 

çellules stromales sont une source importante d'enzymes lysosorniales, y compris la 

cathepsine D. C'est pourquoi une coculturc de cellules stromales d'origine tumorale 

mammaire avec des cellules malignes mammaires a été réalisCs. L'objectif &ait de vérifier si 

la présence de cellules cancéreuses peut modifier la quantitt de cathepsine D stromale, car 

l'analyse par immunohistochimie a confirmC la valeur pronostique de la cathepsine D 

d'origine stromale. 

Par coculture in vitro, la cathepsine D mature et cytoplasmique a ét6 augmentée dans les 

cellules stromales mammaires en prdsence des cellules malignes. Le rksultat supporte les 

rhltats  cliniques. II serait souhaitable dYeEectuer une étude au niveau de I'ARNm et des 

niveaux de sécrétion, ainsi qu'une coculture tridimensionnelle pour vdrifier si cette 

augmentation de la cathepsine D cytoplasmique et stromale influence la migration/invasion 

des cellules cancéreuses mammaires. 

6.1. Qudle m6thode est Ir meilleure ? 

La plupart des Cnides au la cathepsine D ont utilid un anticorps monoclonai pour I'anaiyse de 

la concentration de cathepsine D dans h cytosol de tumeur. Cependant, compte tenu des 

diagnostics de plus en plus précoces, les tumeurs sont plus petites et le tissu est peut-être 

insuffisant pour l'aadyse cytosolique. De plus, k méthode par Western bloc ELISA et IRMA 

ne permettent pas d'avoir d'information sur l'influence des diE6rentes cellules qui expriment 

la cathepsine D. Donc, l'anaiyse par I'immunohistochimie semble une borne alternative et 

utilise peu de tissu et peut donner une information utile sur i'expression par d i i h n t s  



compartiments cellulaires. 

Cependant, le fait que les Ctudes par immunohistochimie aient d o ~ t  des rdsultats plus 

variables que ceux par IRMA pose des interrogations sur I'anaiyse immunohistochimique. Les 

rtsultats variables p u  immunohistochimie poumient être partiellement dus aux diffhnts 

anticorps utiliads (antiw rps monoclonal et plyclonal), qui reconnaissent diffetents épitopes 

ou même diffaentes formes (mature ou précurseur) de cathepsine D. Cependant, les études 

qui utilisent le même anticorps amivent au même resuitat. En effet, les études de Domagaia 

(Domagala et al., 1992), Têtu (Têtu et al., 1993) et O'Donighue (O'Donoghue et al., 1995) ont 

confimi6 la valeur pronostique de la cathepsine D par les cellules stromales et non par les 

cellules cancéreuses. Les études de Kandelaft (Kandalaft et al., 1993) a Winstanley 

(Winstanley et al*, 1993) avec un autre anticorps ont retrouvé une valeur pronostique de la 

cathepsine D par les cellules cancéreuse. Une étude utilisant diirents anticorps contre la 

cathepsine D mais en s'intdressant uniquement aux cellules tumorales a demontre une 

association diffbrente selon l'anticorps avec la survie sans mdtastase (Eng et al., 1994). 

Au lieu de ddfinir l'expression de la cathepsine D en positif a nbgatif, certains auteurs ont 

defini des seuils de positivitt soit par utilisation d'un histoscon pour dbfinir les cas positifs et 

nCgatifs en fonction du nombre a de l'intensité de coloration des cellules exprimant la 

cathepsine D (Kandalafl et al., 1993), soit par mesure simple de la proportion de cellules 

colorées (Têtu et al., 1993), et de la mesure relativement subjective de la positivitd totale 

(Henry et al., 1990; Winstanley et al., 1993). Des auteurs ont rapport6 des méthodes pour 

quantifia les résultats d'immunohistochimie par analyse d'images assistée par ordinateur 

(Charpin et al., 1994; Lehr et aL, 1997), ce qui poumit aider P standardiser la mesure par 

immunohistochimie. 

Au total, l'étude de la cathepsine D pourrait aida i Clucidcr le mécanisme implique dans la 

régulation de l'expression du gène des astmgénts et son rôle pronostique dans k cancer du 

sein. Dw Chides de grandes &ries de type prospectif seraient souhaitaôles pour Qabfr 

définitivement son r61e pronostique duis le cancer mammaire, et ainsi rCpondre 4 des 

questions cliniques. La source de la deps ine  D mesurée par méthode cytosolique n'est pas 



encore bien dCfinie et la valeur pronostique de l'expression de cathepsine D par diffërents 

typcs de cellules dans une tumeur reste & confirma. Comme une forte expression de 

cathepsine D est associ6e avec le pronostic d&vor&le a que des études biologiques 

suggèrent que ce pronostic ddfavorable est dO A son activitC protéolytique, on peut prévoir que 

la recherche clinique sur la cathepsine D pourrait amener le développement d'inhibiteurs 

potentiels de cette activitC protéolytique (Baldwin et al., 1993), et ainsi contribuer au contrôle 

des métastases de cancer mammaire et d'autres cancers, 

7. D t  nouveiitr voicr thkaptutiques. 

La bonne corrélation entre l'expression de pmtéases stromales et le fhible rendement 

thbrapeutique confirme le r6le de l'h6te dans Ia progression tumorale et signifie que le blocage 

des protdases auraient un effet important sur la croissance tumorale ainsi que la dissémination 

de la maladie. Tel que discute par Dano (Dano et al., 1999)' la participation des cellules 

stmmaies dans le processus d'invasion tumorale dhontre leur importance pour comprendre la 

progression tumorale et pour envisager de nouvelles approches thérapeutiques. De plus, 6tant 

des cellules normales de l'h6te et donc gbiétiquement plus staôles, il est i prevoir que ces 

cellules stromales seront moins susceptibles de dbelopper des rCsistances au traitement. 

Si h plupart des tentatives thérapeutiques sont actuellement dirigdes contre les cellules 

cancéreuses, d'autres alternatives sont possibles. Une connaissance précise des génes actives 

par les cellules néoplasiques sur les cellules de l'hdte permettra probaôlement de définir de 

nouvelles stratégies thCrapeutiques ratio~elles et mieux tolérées. De tels traitements auront 

comme objectif non seulement de détruire les cellules néoplasiques métastatiques, mais aussi 

de p r é v e ~  leur croissance en intcrfhnt avec le milieu enviro~ant a en perturbant 

I'écosysttrne tumoral complexe. Des rCsu1tats encourageants ont étC rapportés dans des essais 

thdrapeutiques. 

7.1. Dm inhibiteun de prothes. 

La voie qui semble la plus faile est de trouver der inhibiteun des protéases associds i 

l'invasion tumonle. En particulier, il est possible que l'inhibition des métajloprotéases r des 
sérines protéases permette de prévenir i'invasioa candmse. 



Par des modèles animaux, des études ont auasi dCmontr6 que des inhibiteurs de protéases 

comme l'aprotinine pourraient contrôler le développement et la formation de métastases de 

carcinome pulmonaire a petites cellules a de tumeur de Lewis (Clark et al., 1993; Uetsuji et 

al., 1992). 

Le groupe de Rosenberg et al. a produit un antagoniste spécifique de 1'uPA.R pour inhiber 

l'interaction uPA-uPAR (Tressler et al., 1999). Dans le modèle de souris nucs/nues, cet 

antagoniste maintient les cellules tumorales dans un état quiescent et la croissance tumorale 

peut être complétement inhibée avec des doses impottantes. Cependant, la croissance tumorale 

peut recommencer quand cet antagoniste est retuC. Le rdsultat est tres encouragent et tres peu 

de toxicité est obsmée i ce jour. Cet effet cytostatique n'est pas simplement dû l'inhibition 

de l'interaction @A-uPAq car l'utilisation d'un anticorps contre I'uPAR ne d o ~ e  pas cet 

effet cytostatique. Les chercheus ont rapport6 que l'antagoniste améliorait l'ad hésion 

cellulaire i la vitronectine et donc bloque la motilité par augmentation da l'adh6sion cellulaire. 

On croit que L'effet combine des inhibiteurs synthdtiques de I'uPA et des MMPs serait 

s ynergique. 

Des inhibiteurs de MMPs ont étC égaiement appliquds A la ththpie anticancéreuse dans des 

ewriences clinique. Les Batimastat (BB-94) et le Maaimastat PB25 16) sont des inhibiteurs 

synthétiques des MMPs qui ont permis in vibo de contrôler l'invasion des cellules du gliome 

(TOM et al., 1999). Dons un modéle animal, des cellules de carcinome mammaire 

expérimentai HOSP. IP, qui prbsaitent un niveau devt de MMP-2 et MMP-9 ont étt injectdes 

par voie veineuse. L'administration de Batimastat a permis de contrôler 8(r/o du 

d6veloppement de colonie tumorales dans les poumons et inhiber de façon significative le 

développement de rn&utatm par voie sanguine (Eccles et d,  19%)- La premih gCnCration 

d'inhibiteurs synthétiques de MMPs a été utilisée dans des expCriences cliniques de phase 1 et 

II pour da carcinomes panaéatiquy colorectaux, gastriques, ovariens et prostatiques 

(Rimrose et ad, 1999; Rosemurgy et al., 1999; Steward, 1999). L a  résultats sont 

encourageants : c h u  des patients avec cancer gastrique inop6rabIe, le traitement avec le 

Muimastat a rCuuit i diminuer la taille de la tumeur et I'htmorragie. La s u ~ e  a CtC 



améliorée c h u  ces patients avec les carcinomes avancés de l'estomac a du pancréas (Jones et 

ai., 1999). Une m e n c e  de phase El est en cours avec la combinaison de Mm*mastat et 

d'agents de chimiothdrapie pour le cancer du poumon, du pancréas, et de l'estomac (Steward, 

1999). 

Des étude sont aussi effectuées pour la stromClysine-3, même si son substrat spbifique n'est 

pas encore blucidt. Parmi 140,000 produits synthétiques, un inhibiteur de Sn a été 

récemment identifié qui appartenait à ia famille de i'antibiotique céphalosporine ( K a ~ a n  cf 

al., 1999). Cette découverte aidera à développa de nouveaux expériences pour élucider le rale 

de la Sn. 

7.2. Des molécules d'adhésion. 

Des études suggèrent que la présence de macromoltcules d'adhésion dans I'ECM aurait une 

valeur pronostique (Huid et al., 1985). Cioce et al. ont trouve une surexpression du récepteur 

de laminine de 67 kDa dans le carcinome de côlon (Cioce et al., 1991). L'anticorps contre le 

récepteur de luninine a étt utilisé pour l'irnmunodétcction du cancer mammaire sur les 

spécimens obtenus par biopsie aspiration i l'aiguille (Castronovo et al., 1990). La 

surexpression des récepteurs de laminine r Ctt observCe dans 71% des frottis de Usion 

cancéreuse. Les integrines ont étt largement étudi&s. L'expression d'une inthgrine, a6p4, a ét6 

recherchée chez des patients porteurs des carcinomes de la sphére ORL, et pouvait prédire les 

patients avec pronostic ddfavoraôle (Wolf et al., 11990). 

L'administration de liposomes contenant de l'adn'amycine wuplée i l'anticorps anti-récepteur 

de laminine a été test& en culture de cellules candmises mammaires in vitro, et ceci 

augmentait significativement la destruction des cellules CpithCliales cancéreuses par rapport 

ur cellules CpithClides normales (Ruhman et al., 1989). On observe une prise sélective 

d'adriamycine et la destruction de cellules en culture avec le liposome couplée i l'anticorps. 

Des études d'angiogenèse ont ment au dtveloppement de nouvelles approches dirgnostiques 

a de nouveaux agents anti-métastatiques. Le nombre et la densitt des microvaissaur 



conSIaient avec le taux de mCtutue chez les patientes, suggbt  que la quantité de 

néovasculrrrisation b i t  un marqueur potentiel de progression tumorale (Weidner et al. 199 1). 

L'angiogenése est maintenant une nouvelle cible thérapeutique. Ingber et al. ont dbmontrt que 

l'analogue synthétique de la fbmagilline inhibait I'angiogen6se et supprimait h croissance 

tumonle (uigber et al., 1990). La fumagilline est un produit naturel, un antibiotique dérive de 

l'Apergillur ficmigatus fiesenius. La tiimagilline et ses d o g u e s  ont inhibC la croissance 

tumorait in vitro et dans des souris porteuses de tumeurs. Maione et ai. en 1990 ont ddmontrb 

que le fmeur-4 recumbinant de plaquette humaine smit un inhibiteur potentiel de 

I'ongiogenèse (Maione et al., 1990). Le produit inhibe la croissance des cellules endothéliales 

in vitro et inhibe la prolifération des vaisseaux dans la membrane chorioallantoique de poulet, 

a cet effet de l'inhibition est dose-dépendent. Cette famille de produits fournit une alternative 

aux agents anticancdrewc traditionnels. 

Au total, l'invasion tumorale peut être consid&& comme un processus de remodelage 

tissulain qui implique une ddgradation protéolytique de la matrice extr~cellulake dans le tissu 

nonnayhate du voisinage. La ddgdation protblytique périccllulaire est le résultat d'une 

interaction entre diffhntes molécules. Diffbrentes populations cellulaires synthdtisent des 

constituants individuels impliquCs dans la ddgradation de la matrice. 

Si les protéases de ddgndation protéolytique favorisent la progression tumorale, l'effet 

protéolytique est indépendant de la source strorrmle ou cancéreuse. L a  confirmation des 

valeurs pronostiques de la cathepsine D, la stmmClysine-3 et I'uPA d'origine stromale telle 

que présentée dans cette thése supporte L'hypothèse selon laquelle ces protéases stromales 

participent ii la progression tumorale mammaire. 

Les cellules tumorales interagissent avec diverses composantes de la matrice exfncellulaire a 
avec les cellules hates (cellules immunitaires, fibroblastes, cellules épithéliales a 
endothéliales). De telles interactions conditionnent l'uiti~io~tnèse, la croissance tumoiale, le 

remodelage a la destruction des tissus hôtes, la mimion locale des cellules undmises et 

leur dissémination mctastatique. 



Condurion 

En conciusion, de nombreux arguments nous amènent h penser que les protéinases, a leur 

équilibre avec leun inhibiteurs, jouent un rôle important dans l'invasion tumorale. Il semble 

que plusieurs protéinases dont les protéases stromales apprrtenant A des groupes diffCrmts 

puissent être impliquCes dans le processus. 

L'invasion tumorde est comme un remodeloge tissulaire incontdlable mais associd A k 

tumeur. Les i n t d o n s  qui s'établissent entre les cellules tumorales a les cellules nonnales 

activées de I'hSte avec la matrice extracellulaires modulent I'agnssivit6 des cellules malignes. 

Les tumeurs reprdsentent donc un écosystème particulier caractérisé par de nombreuses 

interacti*ons cellules normales-cellules tumorales ou cellules tumorales-matrice extracellulaire, 

ou cellules normales-matrice extracellulaire modifiée, 

Le fait que les cellules stromales non-néoplasiques jouent un rdle crucial en biologie tumorale 

peut avoir des implications profondes pour nous aider P mieux comprendre certains 

phtnomhes fondamentaux du cancer. L'implication n&essaire de certaines cellules stromales 

P la progression tumode peut expliquer partiellement la longue période de latence 

caractéristique de la circinogen&se, et le dClai i l'établissement de foyers métastatiques. De la 

meme fiçon, la prédikdion des métastases de certains cancers pour certains organes dbmontre 

le besoin spécifique de certaines cellules pour I'étabüssement des métastases h des sites précis. 

Pour Clucider ce proctssus non-néoplasique a associd i la tumeur, l'analyse in silu et le 

carcinome exptrimentai dans le modéle de souris nous aident i simuler la voie d'expression et 

la relation avec la &men& cancéreux dans des tumeurs humaines (Johnsen et al., 1998). 

In conséquence logique de ces résultats est k développement de m6thodes pour bloquer 

l'invasion tumonlq soit avec des inhibiteurs de protéinases, soit avec des ylents in terfht  

sur les récepteun de protéinases. 
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