
HAL Id: tel-01794495
https://theses.hal.science/tel-01794495

Submitted on 17 May 2018

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Mise en évidence d’un dialogue entre la signalisation
œstrogénique et le syndécane-1 dans les cellules de

carcinome mammaire humain MCF7
Emmanuelle Fleurot

To cite this version:
Emmanuelle Fleurot. Mise en évidence d’un dialogue entre la signalisation œstrogénique et le
syndécane-1 dans les cellules de carcinome mammaire humain MCF7. Médecine humaine et pathologie.
Normandie Université, 2017. Français. �NNT : 2017NORMC423�. �tel-01794495�

https://theses.hal.science/tel-01794495
https://hal.archives-ouvertes.fr


   

 

  

 

 

 

 

 

THESE 

 

Pour obtenir le diplôme de doctorat 

 

Spécialité : Aspects Moléculaires et Cellulaires de la Biologie 

 

Préparée au sein de l’Université de Caen Normandie 

 

 

 

Mise en évidence d’un dialogue entre la signalisation œstrogénique et le syndécane-1 

dans les cellules de carcinome mammaire humain MCF7 

 

Présentée et soutenue par 

Emmanuelle FLEUROT 

 

 

 

Thèse dirigée par Jérôme LEVALLET, Laboratoire Œstrogènes, Reproduction, Cancer (OeReCa). EA2608.  

 

 

Thèse soutenue publiquement le 17 novembre 2017 

devant le jury composé de 

Mme Muriel Le ROMANCER Directeur de Recherche INSERM, Université de Lyon Rapporteur 

Mme Patricia ROUSSELLE Directeur de Recherche CNRS, Université de Lyon Rapporteur 

Mr Noureddine BOUJRAD Professeur des Universités, Université de Rennes Examinateur 

Mme Raffaèle FAUVET PU-PH, Université de Caen Normandie Examinateur 

Mr Jérôme LEVALLET Maître de Conférences-HDR, Université de Caen Normandie Directeur de thèse 

EdNBISE 
Ecole doctorale Normande  

Biologie Intégrative, 
Santé, Environnement 



    

 

  



 Remerciements 

 

 

  Remerciements 
 

Ce travail de thèse a été effectué au sein de l’EA 2608 OeReCa, laquelle est dirigée par 

le Docteur Christelle Delalande qui a succédé au Professeur Pierre-Jacques Bonnamy. Je 

les remercie de leur accueil.  

Je tiens à remercier Mme Patricia Rousselle et Mme Muriel Le Romancer, toutes deux 

directrices de recherche INSERM, d’avoir accepté d’être rapporteurs de ce travail de 

thèse. Mes remerciements vont également aux Professeurs Raffaèle Fauvet et Noureddine 

Boujrad pour avoir consenti à participer à ce jury de thèse.  

Je remercie chaleureusement le Docteur Jérôme Levallet de m’avoir accordé sa confiance 

dans la réalisation de ce projet de thèse ainsi que pour sa grande disponibilité et sa 

bienveillance. Je le remercie également pour m’avoir encouragé à faire de 

l’enseignement. 

J’adresse mes remerciements à tous les membres et anciens membres du laboratoire 

OeReCa (Hélène Bouraima, Carine Travert, Hervé Mittre, Annie Benhaim et Guénaelle 

Levallet). Qu’ils sachent que leur bonne humeur et leurs conseils dispensés lors des 

réunions scientifiques m’ont été bénéfiques. J’adresse plus particulièrement mes 

remerciements à Vincent Hanoux pour ses nombreux conseils et sa disponibilité.  

Je remercie également Jean-Baptiste pour son appui lors des travaux pratiques de Licence 

ainsi qu’Isabelle pour son soutien, son optimisme et son assistance pour les manips de 

microscopie électronique. Un merci tout particulier à Jeannine pour son extrême 

bienveillance et sa gentillesse.  

Je tiens également à remercier les personnels des différentes plateformes de l’Université 

de Caen : Maryline Guillamin en Cytométrie, Didier Goux et Nicolas Elie en 

Microscopie, Benoit Bernay et Julien Pontin à la plateforme Proteogen.  

 

  



 

 

 

  



 Remerciements 

 

 

Cette thèse a été réalisée dans la bonne humeur malgré quelques coups durs grâce à la 

présence des filles : Elodie, Maureen, Camille, Vanessa, Renata, Fatemeh, Solenn, Julie, 

Anne-Sophie, Justine, Anne-Charlotte, Marie, Judith, Alysson et Mélanie. J’ai eu 

également plaisir à encadrer mes « deux petites stagiaires » Caroline et Marine. 

Une petite pensée pour les membres de mon ancien laboratoire de Master (le BIOS) ainsi 

qu’à mes anciennes facultés de formation (Besançon et Reims) où j’ai pu acquérir un 

enseignement de qualité et fait de nombreux TP (comme dirait le proverbe : Binôme d’un 

jour, Binôme de toujours…). 

Je voudrais simplement exprimer ma gratitude à Fanfan, Tata Brigitte, Christiane, Audrey 

et Marie-Christine qui m’ont offert le gîte et le couvert lors de mes différents congrès à 

Paris, Besançon, et Freiburg me permettant ainsi de valoriser les travaux de cette thèse.  

Merci à mes amis caennais (Eva, Miléna, Laura, Robin, Xavier, Patrick et Thibault), la 

thèse n’aurait pas été la même sans vous !  

À Fanny et Anastasia, que de chemin parcouru… à nous de construire l’avenir… ! 

À ma famille pour avoir toujours été là et s’intéresser à ce que je faisais !  

Un immense merci à mes Parents, à Damien ainsi qu’à mes deux sœurs (Louise et Marie) 

pour avoir toujours été là et m’avoir poussée dans les moments difficiles !  

 



  

 



 

 

Table des matières 

  



   Table des matières 

 

Liste des figures ------------------------------------------------------------------------------------------ 1 

Liste des tableaux ---------------------------------------------------------------------------------------- 3 

Liste des abréviations ----------------------------------------------------------------------------------- 5 

Préambule ----------------------------------------------------------------------------------------------- 11 

Introduction --------------------------------------------------------------------------------------------- 15 

Chapitre 1 : Le cancer du sein ------------------------------------------------------------------------------- 17 

 Le tissu sain --------------------------------------------------------------------------------------------------------- 18 

I.1 Anatomie du sein --------------------------------------------------------------------------------------------- 18 

I.2 Histologie du sein --------------------------------------------------------------------------------------------- 20 

I.3 Le remodelage physiologique du sein ------------------------------------------------------------------- 23 

 Le cancer du sein -------------------------------------------------------------------------------------------------- 25 

II.1 Prévalence du cancer du sein ------------------------------------------------------------------------------ 25 

II.2 Etiologie et facteurs de risque ----------------------------------------------------------------------------- 26 

II.3 Caractéristiques génétiques des tumeurs mammaires --------------------------------------------- 27 

II.1 Caractérisation et classification des tumeurs mammaires ----------------------------------------- 29 

Chapitre 2 : La signalisation œstrogénique dans la carcinogenèse mammaire ---------------- 33 

 Les œstrogènes et la signalisation œstrogénique -------------------------------------------------------- 34 

I.1 Les œstrogènes ------------------------------------------------------------------------------------------------ 34 

I.2 Les récepteurs aux œstrogènes --------------------------------------------------------------------------- 38 

I.3 La signalisation œstrogénique ----------------------------------------------------------------------------- 43 

I.4 Régulation transcriptionnelle ------------------------------------------------------------------------------ 49 

 Implication des œstrogènes dans la carcinogenèse mammaire -------------------------------------- 54 

II.1 La carcinogenèse mammaire ------------------------------------------------------------------------------ 54 

II.2 Implication d’ERα dans la carcinogenèse mammaire ----------------------------------------------- 56 

II.3 Dérégulation des acteurs de la signalisation œstrogénique dans le cancer du sein -------- 58 

II.4 Traitement du cancer et hormonothérapie ------------------------------------------------------------ 59 

Chapitre 3 : Le syndécane-1 --------------------------------------------------------------------------------- 61 

 Généralités ---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 62 

 Expression du SDC-1 ---------------------------------------------------------------------------------------------- 63 

II.1 Le gène ----------------------------------------------------------------------------------------------------------- 63 

II.2 Expression du SDC-1 au cours de l’embryogenèse --------------------------------------------------- 65 

II.3 Régulation transcriptionnelle du SDC-1 ----------------------------------------------------------------- 65 

II.4 Régulation post-transcriptionnelle du SDC-1 ---------------------------------------------------------- 66 

 



   Table des matières 

 

 Le SDC-1 : un protéoglycane à héparane sulfate --------------------------------------------------------- 68 

III.1 La partie glucidique du SDC-1 -------------------------------------------------------------------------- 68 

III.2 L’axe protéique : structure et fonction -------------------------------------------------------------- 70 

 Le clivage de l’ectodomaine : « shedding » du SDC-1 --------------------------------------------------- 76 

IV.1 Généralités -------------------------------------------------------------------------------------------------- 76 

IV.2 L’héparanase ----------------------------------------------------------------------------------------------- 76 

IV.3 Clivage de l’axe protéique : les protéases matricielles ------------------------------------------ 81 

 La localisation nucléaire du SDC-1 ---------------------------------------------------------------------------- 82 

V.1 Mécanisme-------------------------------------------------------------------------------------------------- 82 

V.2 Rôle ----------------------------------------------------------------------------------------------------------- 83 

 Le syndécane-1 et le cancer du sein ------------------------------------------------------------------------- 84 

Objectifs -------------------------------------------------------------------------------------------------- 87 

Matériel et Méthodes -------------------------------------------------------------------------------- 89 

 Liste de fournisseurs --------------------------------------------------------------------------------------------- 90 

 Culture cellulaire -------------------------------------------------------------------------------------------------- 93 

II.1 Lignées cellulaires --------------------------------------------------------------------------------------------- 93 

II.2 Entretien des cellules ---------------------------------------------------------------------------------------- 96 

II.3 Privation des cellules et traitements --------------------------------------------------------------------- 97 

 Analyse des messagers ---------------------------------------------------------------------------------------- 101 

III.1 Extraction des ARN totaux ---------------------------------------------------------------------------- 101 

III.2 Dosage et évaluation qualitative des ARN extraits -------------------------------------------- 101 

III.3 Digestion de l’ADN bactérien ------------------------------------------------------------------------ 101 

III.4 Transcription inverse ----------------------------------------------------------------------------------- 102 

III.5 PCR en temps réel -------------------------------------------------------------------------------------- 102 

 Analyse protéique----------------------------------------------------------------------------------------------- 104 

IV.1 Extractions des protéines totales ------------------------------------------------------------------- 104 

IV.2 Dosage protéique Bradford/ préparation des échantillons ---------------------------------- 105 

IV.3 Western blot --------------------------------------------------------------------------------------------- 105 

IV.4 Immunocytochimie ------------------------------------------------------------------------------------- 108 

IV.5 Microscopie électronique en transmission ------------------------------------------------------ 110 

IV.6 Analyse du clivage protéolytique du SDC-1 par cytométrie en flux ----------------------- 111 

 Tests cellulaires -------------------------------------------------------------------------------------------------- 111 

V.1 Etude de la prolifération cellulaire : coloration au cristal violet ---------------------------- 111 

V.2 Test de migration par blessure ---------------------------------------------------------------------- 112 

 Analyse du cycle cellulaire en cytométrie en flux ------------------------------------------------------ 112 

 Analyse statistique ---------------------------------------------------------------------------------------------- 112 

 



   Table des matières 

 

Résultats ------------------------------------------------------------------------------------------------ 113 

Validation des outils ----------------------------------------------------------------------------------------- 115 

 Détermination du gène de ménage (PCR quantitative)----------------------------------------------- 116 

 Expression des ER dans la lignée MCF7 ------------------------------------------------------------------- 118 

 Discussion --------------------------------------------------------------------------------------------------------- 119 

Article 1 : Implication de la signalisation œstrogénique dans la régulation de l’expression 

du SDC-1 -------------------------------------------------------------------------------------------------------- 121 

Implication de l’œstradiol dans le clivage protéolytique du SDC-1 ----------------------------- 167 

 Expression de l’HPSE ------------------------------------------------------------------------------------------- 169 

 Maturation des formes latentes de l’HPSE --------------------------------------------------------------- 171 

 Régulation de l’expression des MMP et TIMP par l’œstradiol -------------------------------------- 172 

 Évaluation du clivage protéolytique du SDC-1 ---------------------------------------------------------- 173 

 Discussion --------------------------------------------------------------------------------------------------------- 174 

Article 2 : Rôle du SDC-1 dans la régulation de la signalisation œstrogénique et des 

processus cellulaires œstrogéno-induits --------------------------------------------------------------- 179 

Discussion Générale et Perspectives ------------------------------------------------------------- 217 

Conclusion ---------------------------------------------------------------------------------------------- 227 

Bibliographie ------------------------------------------------------------------------------------------- 229 



 

1 

Liste des figures

  



       Liste des figures 

 

2 

Figure 1 : Représentation anatomique du sein ............................................................... 18 

Figure 2 : Coupe histologique du tissu mammaire ......................................................... 19 

Figure 3 : Représentation schématique d’une unité tubulo-alvéolaire ........................... 21 

Figure 4 : Immunomarquage de la lame basale .............................................................. 21 

Figure 5 : Ramification de la glande mammaire ............................................................ 23 

Figure 6 : Incidence du cancer du sein et de sa mortalité chez la femme en France ...... 25 

Figure 7 : Histologie des carcinomes mammaires .......................................................... 29 

Figure 8 : Biosynthèse des œstrogènes chez l'Homme ................................................... 34 

Figure 9 : Concentrations moyennes des hormones stéroïdiennes ................................. 36 

Figure 10 : Concentrations plasmatiques des hormones lors de la grossesse ................. 36 

Figure 11 : Organes cibles des œstrogènes chez la femme ............................................ 37 

Figure 12 : Structures des 3 principales isoformes d’ERα ............................................. 39 

Figure 13 : Les récepteurs aux œstrogènes ERα et ERβ ................................................ 41 

Figure 14 : Modèle d’activation de la signalisation œstrogénique ................................. 43 

Figure 15 : Conformation d’ERα suite à la liaison d’un agoniste .................................. 45 

Figure 16 : Le récepteur GPER induit les voies kinasiques ........................................... 48 

Figure 17: Localisation des sites de phosphorylation d’ERα66 étudiés lors de ce travail 49 

Figure 18 : Sites de modifications post-traductionnelles présents sur ERα ................... 50 

Figure 19 : Assemblage du complexe transcriptionnel recruté via ERα ........................ 53 

Figure 20 : Les étapes de la carcinogenèse .................................................................... 54 

Figure 21 : Représentation schématique des HSPG à la membrane plasmique. ............ 62 

Figure 22 : Mise en évidence de l’expression du SDC-1 ............................................... 63 

Figure 23 : Structures des chaines d’héparane sulfate et de chondroïtine sulfate .......... 68 

Figure 24 : Structure du SDC-1 ...................................................................................... 71 

Figure 25 : Étapes de maturation de l’héparanase .......................................................... 78 

Figure 26 : Sites de clivage présents sur l’ectodomaine du SDC-1................................ 81 

Figure 27 : Observation des cellules MCF7 au microscope optique .............................. 93 

Figure 28 : Tri et remise en culture des cellules MCF7 surexprimant le SDC-1. .......... 96 

Figure 29 : Expression des gènes de référence dans les cellules MCF7 ...................... 117 

Figure 30 : Expression basale des récepteurs ERα dans les cellules MCF7 ................ 118 

Figure 31 : Expression génique de l’HPSE .................................................................. 169 

Figure 32 : Expression protéique de la pré-proHPSE .................................................. 170 

Figure 33 : Maturation de la pré-proHPSE ................................................................... 171 

Figure 34 : Évaluation du clivage protéolytique du SDC-1 par cytométrie en flux ..... 173

file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528237
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528238
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528239
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528240
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528241
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528242
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528243
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528244
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528245
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528246
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528247
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528248
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528249
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528250
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528251
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528252
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528253
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528254
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528255
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528256
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528257
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528258
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528259
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528260
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528261
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528262
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528263
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528264
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528265
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528266
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528267
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528268
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528269
file:///E:/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496528270


 

3 

 

 

Liste des tableaux 

  



       Liste des tableaux 

4 

Tableau 1 : Classification TNM du cancer du sein ........................................................ 30 

Tableau 2 : Classification moléculaire des tumeurs ....................................................... 32 

Tableau 3 : Liste des siRNA utilisés .............................................................................. 98 

Tableau 4 : Liste des agonistes/activateurs utilisés ........................................................ 99 

Tableau 5 : Liste des antagonistes/inhibiteurs utilisés.................................................. 100 

Tableau 6 : Liste des amorces utilisées en qPCR ......................................................... 103 

Tableau 7 : Composition des tampons de lyse ............................................................. 104 

Tableau 8 : Anticorps utilisés pour le western blot ...................................................... 107 

Tableau 9 : Anticorps utilisés pour l'immunofluorescence .......................................... 109 

Tableau 10 : Expression des MMP et des TIMP dans les cellules MCF7.................... 172 

file:///D:/Thèse%20aout%202016/thèse%20final/Thèse%20Emmanuelle%20Fleurot.docx%23_Toc496477381


 

5 

Liste des 

abréviations 

  



   Liste des abréviations 

6 

-a- 

AD :   Activation domain 

ADAM : A disintegrin and metalloprotease 

AF :   Activation function 

Akt :  Protéine kinase B 

AMPc :  Adénosine monophosphate cyclique 

AP-1 :   Activator protein-1 

APS :   Ammonium persulfate 

-b- 

BRCA :  Breast cancer  

BSA :   Bovine albumin serum 

-c- 

CBP :   CREB-binding protein 

Cdc :   Cell-division cycle protein 

CDH :   Cadhérine 

CDK2 :  Cyclin-dependent kinase 2 

CREB :  cAMP response element binding protein 

CS :   Chrondroïtine sulfate  

Ct :   Cycle threshold 

Ctr :   Control 

-d- 

DBD :   DNA-binding domain 

DMEM :  Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMSO :  Diméthylsulfoxyde 

DPBS :  Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline 

DR-1 :  Direct Repeat 1 



   Liste des abréviations 

7 

-e- 

E2 :   17β-œstradiol 

EDTA :  Ethylène diamine tétraacétique  

EGF :   Epidermal growth factor 

EGFR :  Epidermal growth factor receptor 

ER :   Estrogen receptor  

ERE :   Élement de réponse aux œstrogènes 

ERK :   Extracellular signal-regulated kinases 

ESR :   Estrogen receptors  

-f- 

FACS :  Fluorescence-activated cell sorting 

FGF :   Fibroblast growth factor 

FGFR1 : Fibroblast growth factor receptor 1 

FiRE :   FGF-inductible response element 

FOXA1 :  Forkhead box protein A1 

FOXO :  Forkhead box class O 

FSH :   Hormone folliculo-stimulante 

-g- 

GAG :   Glycosaminoglycane 

GAPDH :  Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase 

GATA :  GATA Binding Protein  

GPER :  G-protein coupled estrogen receptor 

  

https://en.wikipedia.org/wiki/Fluorescence-activated_cell_sorting


   Liste des abréviations 

8 

-h- 

Has-miR :  Homo sapiens micro ARN 

HDAC :  Histone deacetylase 

HER2 :  Human epidermal growth factor receptor 2 

HGF :   Hepatocyte growth factor 

HPSE :  Héparanase 

HRP :   Horseradish peroxidase 

HS :   Héparane sulfate 

HSP :   Heat shock proteins 

HSPG :  Protéoglycane à héparane sulfate 

-i- 

ICI :   ICI 182,780 

IGF-1 :  Insulin-like growth factor-1 

IGF1R :  Insulin-like growth factor 1 receptor 

IKK :   IκB kinase  

IL:   Interleukine 

-j- 

JNK :   c-Jun N-terminal kinases 

-k- 

KO :   Knock out 

-l- 

LBD :   Ligand-binding domain 

LDL :   Low-density lipoprotein 

LH :   Hormone lutéinisante 

LRP :   Low-density lipoprotein-receptor related protein 



   Liste des abréviations 

9 

-m- 

MAPK :  Mitogen-activated protein kinase 

MaSCs :  Cellules souches mammaires 

MCF :   Michigan Cancer Foundation 

MEC :   Matrice extracellulaire 

MEK :  Mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase  

miRNA :  Micro ARN 

M-MLV RT :  Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase 

MMP :  Métalloprotéase matricielle 

MPR :   Mannose 6-phosphate receptor 

MT1-MMP :  Membrane type 1-matrix metalloproteinase 

-n- 

NCOR :  Nuclear receptor corepressor 

NF-κB :  Nuclear factor-kappa B 

NLS :   Nuclear localization signal 

-p- 

p53 :   Protein 53 

PPARγ :  Peroxisome proliferator-activated receptor γ  

pCAF :  p300 CBP associated factor 

pCMV :  Promoteur de cytomégalovirus 

PCR :   Polymerase chain reaction 

PDZ :   Postsynaptic Density-95/Disc large protein/Zonula occludens-1 

PFA :   Paraformaldéhyde 

PI3K :   Phosphoinositide 3-kinase 

PI3KCA :  Phosphoinositide-3-kinase, catalytic, alpha polypeptide 

PKA, PKC :  Protéine kinase A, C 

PMSF :  Phenylmethylsulfonyl fluoride 



   Liste des abréviations 

10 

PR :   Progesterone Receptor 

PRMT1 :  Protein Arginine Methyltransferase 1  

proHPSE :  Prohéparanase 

-s- 

SDS :   Sodium Dodecyl Sulfate  

-t- 

TA :   Température ambiante 

TBS :   Tris-buffered saline 

TBS-T :  Tris-buffered saline with tween 20 

TEM :   Transition épithélio-mésenchymateuse 

TEMED :  N,N,N,N'-tetramethylenediamine 

Tiam1 :  T-cell lymphoma invasion and metastasis gene 1 

TGF :   Transforming growth factor 

Tp53 :   Tumour protein of 53 kilodaltons 

Tm :   Melting temperature 

TNF :   Tumor necrosis factor 

-u- 

UTR :   Untranslated transcribed tegion 

-v- 

VEGF :  Vascular endothelial growth factor 

VEGFR2 :  Vascular endothelial growth factor receptor 2 

 

 



 

11 

Préambule



    Préambule 

12 

Le cancer du sein est le cancer le plus répandu chez les femmes dans le monde. C’est une 

maladie hétérogène due à l’acquisition progressive de mutations menant à la dérégulation 

de la physiologie mammaire. Au cours de ce processus, les cellules cancéreuses 

mammaires acquièrent de nouvelles propriétés biologiques et phénotypiques menant à la 

dérégulation de la physiologie du sein (Guiu et al., 2012). Par exemple, elles acquièrent 

de nouvelles compétences en réponse aux signaux hormonaux, aux facteurs de croissance, 

ou vis-à-vis des éléments du microenvironnement cellulaire leur permettant in fine de se 

multiplier et d’envahir d’autres tissus.  

Environ 70 à 75 % des cancers du sein expriment le récepteur α aux œstrogènes (ERα) 

qui est le principal médiateur des effets tumorigéniques des œstrogènes dans la cellule. 

Les œstrogènes en se liant à leurs récepteurs activent des cascades de signalisation qui 

régulent l’expression de nombreux gènes contrôlant à la fois le métabolisme, la 

progression du cycle cellulaire ou l’apoptose et favorisant in fine la croissance tumorale. 

La dépendance aux œstrogènes a été exploitée avec succès dans les cancers ER (+) pour 

développer les thérapies anti-hormonales. Ces traitements ne sont pas totalement 

efficaces et 20 à 30 % des patientes ne répondent pas au traitement ou acquièrent une 

résistance entraînant une rechute (García-Becerra et al., 2012). Ainsi, des cibles 

thérapeutiques supplémentaires sont nécessaires pour surmonter ces résistances et pour le 

traitement des sous-types ER (-). Ces derniers, plus agressifs, sont caractérisés par une 

croissance rapide indépendante des œstrogènes et donc insensibles aux thérapies ciblant 

ERα.  

Le syndécane-1 (SDC-1), un protéoglycane à héparane sulfate transmembranaire, est un 

récepteur matriciel, mais aussi un co-récepteur pour de nombreux facteurs de croissance 

(Couchman, 2010; Stepp et al., 2015). Ce protéoglycane pourrait être une cible 

thérapeutique dans de nombreux cancers de par son rôle clé dans la transition 

épithélio-mésenchymateuse (TEM) où il régule l'organisation du cytosquelette, la 

signalisation intracellulaire, mais aussi les interactions de la cellule avec son 

micro-environnement.  
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Dans le cancer du sein, l'expression du SDC-1 apparaît associée à la progression tumorale, 

à l’angiogenèse, à un grade histologique plus élevé et à une diminution de la survie sans 

progression (Barbareschi et al., 2003; Maeda et al., 2006). Le SDC-1 semble être un 

marqueur d'agressivité et de chimiorésistance dans le carcinome du sein humain 

(Barbareschi et al., 2003; Götte et al., 2006). De plus, une étude montre que l'expression 

du SDC-1 pourrait être inversement corrélée à l'expression du récepteur ERα chez les 

patientes ER (+) (Barbareschi et al., 2003). 

Nous avons précédemment montré dans des cellules cancéreuses de la granulosa humaine 

que la surexpression du SDC-1 s’accompagne d’une inhibition de la synthèse des 

œstrogènes et du récepteur ERβ (Colombe et al., 2017). À partir de ces données, nous 

avons ainsi émis l'hypothèse de l’existence d’un antagonisme entre la signalisation 

œstrogénique et celle liée au SDC-1 dans les cellules tumorales mammaires. 

Ce manuscrit comporte une partie introductive composée de trois chapitres permettant de 

présenter les différents acteurs de ce travail. Le premier chapitre présentera des éléments 

clés de la physiologie du sein et de sa structure ainsi que des éléments de base sur le 

cancer du sein permettant de contextualiser cette étude. Le second chapitre présentera les 

acteurs de la signalisation œstrogénique, son fonctionnement ainsi que son rôle dans la 

carcinogenèse mammaire. Le troisième chapitre, s’attachera à présenter la structure du 

SDC-1 ainsi que les rôles qui y sont associés pour finalement focaliser sur les 

conséquences de sa dérégulation dans le cancer du sein.  

Les résultats obtenus lors de ce travail de thèse ont été divisés en 4 parties afin d’améliorer 

la lisibilité de ceux-ci. La première partie présente des résultats préliminaires, la seconde 

partie présentée sous forme d’article focalise sur le rôle de la signalisation œstrogénique 

dans l’expression du SDC-1. La troisième partie de ce travail a consisté à étudier le rôle 

de la signalisation œstrogénique dans le clivage du SDC-1. Elle n’a, pour le moment, pas 

vocation à être publiée. La quatrième et dernière partie de ces travaux de thèse sera 

également présentée sous forme d’un article et mettra en évidence les conséquences d’une 

dérégulation de l’expression du SDC-1 sur la signalisation œstrogénique et les processus 

œstrogéno-induits. 

Le manuscrit se terminera par une discussion et une conclusion générale.
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Chapitre 1 : Le cancer du sein 
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 Le tissu sain 

I.1 Anatomie du sein 

Le sein est une glande exocrine tubulo-acineuse (également appelée tubulo-alvéolaire) 

synthétisant et sécrétant du lait. C’est un organe bilatéral se situant de chaque côté du 

sternum au niveau de la partie antéro-supérieure de la cage thoracique en avant du muscle 

pectoral droit ou gauche. Il est maintenu dans sa position par la seule présence d’attaches 

cutanées telles que les ligaments de Cooper (Figure 1) (Hassiotou and Geddes, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 1 : Représentation anatomique du sein  

Coupe sagittale du sein représentant les différentes structures la composant (Institut National Du Cancer) 
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Le sein est un organe non fonctionnel à la naissance qui se développe sur le plan cellulaire, 

histologique et anatomique au cours d’un processus appelé mammogenèse. Le sein atteint 

uniquement sa maturité fonctionnelle lors de la lactation (Hassiotou and Geddes, 2013). 

La glande mammaire est un organe ramifié, qui à maturité, peut être formé par le 

regroupement de 10 à 20 lobes. Chaque lobe est constitué de 20 à 40 lobules eux-mêmes 

constitués par 100 à 200 unités sécrétrices tubulo-acineuses appelées acini (Roux, 2013). 

Les acini permettent la synthèse et l’éjection du lait dans de petits canaux appelés 

canalicules se rejoignant ensuite pour former de plus gros canaux dits canaux lactifères 

ou galactophores (Figure 2).  

 

 

 

 

 

 

 

Les canaux galactophores convergent individuellement à l’extrémité du sein au niveau du 

mamelon. Environ 15 à 20 pores de canaux galactophores, correspondant certainement 

au nombre de lobes drainés, sont disposés de façon circonférentielle à la surface du 

mamelon. Celui-ci, entouré de l’aréole est constitué de fibres musculaires lisses lui 

permettant de contrôler l’excrétion du lait en agissant comme un sphincter (Hassiotou and 

Geddes, 2013; Mills, 2012). 

  

Lobule 
Acinus 

Tissu Conjonctif 

Canal Galactophore  

 (de moyen calibre) 

Canalicule 

Figure 2 : Coupe histologique du tissu mammaire  

La coloration hématoxyline/éosine montre l’organisation ramifiée du sein (Mills, 2012). 
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I.2 Histologie du sein 

D’un point de vue histologique, le sein se compose de deux parties séparées par une lame 

basale : une partie épithéliale fibreuse constituée à la fois par les lobules et les canaux 

galactophores et une partie stromale composée de tissus conjonctifs et adipeux permettant 

la séparation de chaque lobe et de chaque canal (Hassiotou and Geddes, 2013).  

 La composante épithéliale 

La composante épithéliale des canaux et des lobules est formée suite à la différenciation 

des cellules souches mammaires (MaSCs). Ces cellules multipotentes sont localisées dans 

la partie inférieure de la composante épithéliale au contact de la lame basale (Figure 3). 

Les MaSCs sont à l’origine des progéniteurs luminaux et myoépithéliaux et sont 

indispensables à la formation de l’arborescence de la glande mammaire (Shackleton et 

al., 2006; Visvader and Stingl, 2014).  

Les progéniteurs luminaux se différencient en cellules canalaires et alvéolaires. Les 

cellules canalaires forment la couche de cellules internes des canaux alors que les cellules 

alvéolaires forment celle des lobules (Hassiotou and Geddes, 2013; Visvader and Stingl, 

2014).  

 Les cellules canalaires présentent une expression hétérogène des récepteurs 

aux œstrogènes, une partie l’exprime alors que l’autre non (Visvader and 

Stingl, 2014). Ces cellules présentent également une forte expression du 

syndécane-1 qui est un protéoglycane transmembranaire fortement exprimé 

dans leur partie baso-latérale (Stanley et al., 1999). 

 Les cellules alvéolaires sont elles-mêmes capables de se différencier en 

lactocytes afin de permettre la synthèse du lait lors de la lactation (Hassiotou 

and Geddes, 2013). Ces cellules n’expriment pas le syndécane-1 (Stanley et 

al., 1999) et sont globalement ER-, n’exprimant pas le récepteur aux 

œstrogènes (Sleeman et al., 2007; Visvader and Stingl, 2014).  

Les progéniteurs myoépithéliaux se différencient en cellules myoépithéliales. Ces cellules 

constitutives de la couche externe des canaux et des lobules ont la particularité d’être 

contractiles (Hassiotou and Geddes, 2013; Visvader and Stingl, 2014).  
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 La lame basale 

La lame basale sépare la composante épithéliale de la composante stromale. Elle est 

majoritairement composée de fibres de collagène de type IV (Figure 4), de laminine, de 

nidogène et de perlecan (Insua-Rodríguez and Oskarsson, 2016). 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 3 : Représentation schématique d’une unité tubulo-alvéolaire  

(Visvader and Stingl, 2014) 

Figure 4 : Immunomarquage de la lame basale 

Le collagène IV a été immunomarqué, lequel est essentiellement présent au niveau de la lame basale qui sépare la 

partie épithéliale des acinis du stroma (Mills, 2012). 

 

Cellules luminales 

Cellule myoépithéliale 

Cellule souche 

Cellules progénitrices 
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Il apparaît également que l’imprégnation hormonale lors de la grossesse et du cycle 

menstruel modifie les caractéristiques de la lame basale (Ferguson et al., 1990; Hassiotou 

and Geddes, 2013).  

Au cours de la carcinogenèse, la lame basale subit des modifications de sa 

composition (Albrechtsen et al., 1981; Ferguson et al., 1990; Ioachim et al., 2002). Le 

collagène IV peut par exemple être dégradé par différentes enzymes dont les 

métalloprotéinases et les cathepsines (Insua-Rodríguez and Oskarsson, 2016). Ainsi, 

l’augmentation de l’expression de ces enzymes protéolytiques induit le remodelage de la 

lame basale qui devient perméable aux cellules mésenchymales lors de la TEM.  

 La composante stromale 

La composante stromale de la glande mammaire est constituée par de nombreuses cellules 

telles que les adipocytes, les fibroblastes, les cellules endothéliales ainsi que les cellules 

impliquées dans l’immunité (macrophages et leucocytes) mais aussi par des fibres 

nerveuses et des vaisseaux sanguins et lymphatiques (Hassiotou and Geddes, 2013; Insua-

Rodríguez and Oskarsson, 2016).  

Les cellules mésenchymateuses ne sont pas à l’origine du cancer du sein cependant elles 

sont impliquées dans le développement des carcinomes mammaires. Par exemple, les 

adipocytes peuvent synthétiser des œstrogènes, une hormone sexuelle ayant un rôle 

oncogénique, et permettre l’initiation et la progression tumorale. Le système lymphatique 

et le système veineux sont quant à eux responsables de la dissémination métastatique. 

Le microenvironnement cellulaire est également composé d’éléments de la matrice 

extracellulaire (fibronectine, fibres de collagènes (I, III, V), protéoglycanes (décorine, 

biglycane et syndécane)) et par leurs enzymes associées. Lors de la tumorigenèse et de la 

progression tumorale, des changements de la composition de la matrice extra-cellulaire 

sont observés (Insua-Rodríguez and Oskarsson, 2016).  
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I.3 Le remodelage physiologique du sein  

Tout au long du cycle de la vie d’une femme, sous le contrôle des hormones, la glande 

mammaire subit des modifications lui permettant d’achever la mammogenèse et de la 

rendre fonctionnelle. L’imprégnation hormonale du sein contrôle en partie : le 

développement de la glande mammaire à la puberté, son remodelage lors de la grossesse 

et sa régression (appelé involution) à la ménopause (Figure 5). De plus, à chaque cycle 

menstruel, le sein peut subir un remodelage (Hassiotou and Geddes, 2013; Russo and 

Russo, 2006). 

 

 

 

 

 

 

À la naissance, la structure du sein est rudimentaire. Elle ne comporte aucune structure 

acino-lobulaire mais présente 15 à 25 canaux lactifères par sein (chez le garçon et la fille). 

À ce stade et jusqu’à l’allaitement, la grande mammaire ne présente aucune fonctionnalité 

(Hassiotou and Geddes, 2013; Roux, 2013). 

À la puberté, la glande mammaire se développe chez les filles sous l’influence des 

hormones stéroïdiennes (17β-œstradiol, progestérone) mais, aussi des hormones 

gonadotropes (lutéinisante (LH) et folliculo-stimulante (FSH)). L’augmentation du tissu 

adipeux s’accompagne d’un accroissement du volume des seins. Les canaux se 

développent et se ramifient (segmentation galactophorique), à leur extrémité apparaît des 

bourgeons terminaux constitués de cellules épithéliales. La maturation de ces bourgeons, 

dite maturation ducto-lobulaire, permet la formation d’acini non fonctionnels. À ce stade, 

les acini se regroupent (groupe de 11) pour former des lobules de type 1 qui sont peu 

différenciés (Hassiotou and Geddes, 2013; Roux, 2013; Russo and Russo, 2006).  

Grossesse 

Lactation 

Fille, Garçon 

Naissance 

Jeune femme 

Puberté 

Femme  

Arrêt de 

l’allaitement 

Figure 5 : Ramification de la glande mammaire  

Mise en place de la ramification ducto-lobulaire de la glande mammaire chez une femme (de sa naissance à l’involution 

post-allaitement) (Visvader and Stingl, 2014) 
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À partir de l’âge adulte, les lobules de type 1 se différencient en lobules de type 3. 

Chacun d’entre eux est formé par le regroupement d’approximativement 80 acini, 

cependant, ils n’ont pas de fonction sécrétoire.  

Lors de la grossesse, les seins atteignent le stade le plus abouti (lobules de type 4). Ils 

acquièrent leur fonctionnalité notamment sous le contrôle du 17β-œstradiol (E2) et de la 

progestérone (synthétisés par le placenta). Avant l’accouchement, la prolactine active la 

lactogenèse qui se met ainsi en place dans les acini. Ces derniers synthétisent et stockent 

des vacuoles de sécrétion constituées de lipides, glucides et protéines. L’ocytocine permet 

quant à elle l’excrétion du lait en induisant la contraction des cellules myoépithéliales. Il 

a été montré que les femmes ayant eu une maturation complète des lobules lors de la 

grossesse et de la lactation pouvait bénéficier d’un effet protecteur contre l’apparition et 

le développement d’une tumeur mammaire (Hassiotou and Geddes, 2013; Roux, 2013; 

Russo and Russo, 2006). 

À la fin de l’allaitement, le lait resté dans les canaux induit l’involution de la glande 

mammaire. Les cellules sécrétrices rentrent en apoptose, les différentes structures 

lobulaires (de type 4) et canalaires composant le sein régressent au profit du tissu adipeux. 

La glande mammaire perd ainsi sa fonction sécrétrice jusqu’à une prochaine 

grossesse (Hassiotou and Geddes, 2013; Roux, 2013).  

À la ménopause, l’arrêt de la fonction ovarienne entraîne une diminution de la 

concentration plasmatique en progestérone et 17β-œstradiol (90 %). Cependant, la baisse 

de la concentration en E2 ne se reflète pas dans le sein. Cette absence de diminution peut 

être expliquée par une synthèse endogène d’œstradiol et par l’apport d’œstradiol 

sérique (Geisler, 2003). La composante épithéliale de la glande mammaire fibreuse 

diminue (apoptose des cellules épithéliales) au profit du tissu adipeux. Les canaux 

galactophores sont maintenus tandis que les acini et les lobules régressent (Russo and 

Russo, 2006).  

Malgré un rôle majeur des hormones sexuelles (œstrogènes et progestérone), les 

hormones de croissance ainsi que les glucocorticoïdes sont nécessaires au développement 

de la glande mammaire. Par exemple lors de la puberté, l’IGF-1 (insulin-like growth 

factor-1) et l’EGF (epidermal growth factor) permettent le développement des canaux 

galactophores en stimulant la prolifération des cellules canalaires (Stull et al., 2002). 
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 Le cancer du sein 

II.1 Prévalence du cancer du sein 

Le cancer du sein est un cancer à plus de 99 % féminin, il constitue le cancer le plus 

fréquent chez la femme en France (48 763 nouveaux cas estimés en 2012). L'incidence 

du cancer du sein croît régulièrement de 30 à 70 ans (Figure 6). En 2012, l'âge moyen au 

diagnostic était de 63 ans (Binder-Foucard et al., 2013). 

Ce cancer est un véritable enjeu de santé publique, il est responsable du décès de 11 886 

patientes en France métropolitaine en 2012 (Binder-Foucard et al., 2013). La mise en 

place d’un plan de prévention national permettant son diagnostic précoce ainsi que les 

mesures prises pour améliorer la prise en charge thérapeutique des patientes ont permis 

d’augmenter la survie nette 5 ans après le diagnostic passant de 80 % en 1989-1993 à 

87 % pour la période 2005-2010 (Cowppli-Bony et al., 2016). En 2012, l’âge moyen de 

décès des femmes atteintes d’un cancer du sein était de 72 ans (Binder-Foucard et al., 

2013).  

  

 

 

 

 

 

Des manifestations cliniques peuvent rendre compte de l’apparition d’une tumeur 

mammaire et permettre un diagnostic précoce comme un écoulement anormal au niveau 

du mamelon, la présence d’une masse palpable dans le sein ou de ganglions durs au 

niveau de l’aisselle, ou encore des modifications de la peau du sein et du mamelon. 

L’apparition d’un eczéma au niveau du mamelon peut-être synonyme d’une maladie de 

Paget cependant celle-ci ne comporte pas forcément une tumeur sous-jacente. La rapidité 

du diagnostic est un facteur déterminant de la survie. 

Figure 6 : Incidence du cancer du sein et de sa mortalité chez la femme en France 

(Binder-Foucard et al., 2013) 
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II.2 Etiologie et facteurs de risque 

Le cancer mammaire a une étiologie diverse liée à des mutations génétiques ou des 

altérations épigénétiques induites par des facteurs hormonaux ou environnementaux et 

par des comportements individuels. Cependant, 10 % des cas de cancers sont intrinsèques 

(sans facteur de risque) puisqu’ils sont transmis de façon héréditaire (Claus et al., 1991; 

HEAL and CHEM Trust, 2008; Newman et al., 1988).  

 Facteurs hormonaux 

Les hormones et plus particulièrement les œstrogènes sont impliquées dans l’oncogenèse 

et le développement tumoral (Shantakumar et al., 2007). Chez les femmes ménopausées, 

une concentration élevée d’œstrogènes (œstrone et œstradiol) dans les urines et le sérum 

constitue un facteur de mauvais pronostic et est associée avec un risque élevé de présenter 

un cancer du sein (Friel et al., 2005). 

La dose d’hormones reçue par chaque individu peut varier en fonction de leur sexe, de 

leur âge, du cycle de reproduction, de leur poids ou de leur environnement. 

Chez les femmes ayant eu une puberté précoce et/ou une ménopause tardive 

l’augmentation du temps d’exposition aux œstrogènes accroit le risque de développer un 

cancer du sein (Friel et al., 2005; Russo and Russo, 2006; Yager and Davidson, 2006). 

Dans les cas de cancer à transmission familiale, une ovariectomie bilatérale engendrant 

l’arrêt de la synthèse endogène du 17β-œstradiol par les ovaires, diminue 

considérablement le risque de développer un cancer du sein (Hilakivi-Clarke, 2000).  

Cependant, bien que la concentration en 17β-œstradiol augmente fortement lors de la 

grossesse (facteur 100 à 1000), celle-ci diminue le risque de développer un cancer du sein 

10 ans après la parturition. Ce risque tend à diminuer avec la multiplication du nombre 

de grossesses. Cependant, plus l’âge de la première grossesse est tardif, plus cet effet 

protecteur serait atténué (Britt et al., 2007) 

Malgré un rapport bénéfice/risque indéniable, les œstrogènes exogènes, tels que la pilule 

contraceptive, ou les traitements substitutifs à base d’œstrogènes équins sans progestatifs, 

prescrits à la ménopause, pourraient augmenter le risque de développer un cancer du sein 

(Friel et al., 2005; Yager and Davidson, 2006).  
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Les thérapies de remplacement augmentent la densité du sein (visible à l’examen 

radiographique) laquelle est synonyme d’une prolifération accrue des cellules ce qui 

constitue un facteur de mauvais pronostic (Hassiotou and Geddes, 2013).  

Les perturbateurs endocriniens tels que les bisphénols présents dans les plastiques durs, 

les billets ou les tickets de caisse par exemple ont une action œstrogéno-mimétique et 

pourraient être impliqués dans le cancer mammaire (Macon and Fenton, 2013). Par 

contre, les phyto-œstrogènes tels que le soja auraient quant à eux un rôle bénéfique en 

bloquant les effets des œstrogènes endogènes sur la progression tumorale.  

 Facteurs liés au comportement 

La consommation d’alcool et le manque d’activité physique sont des facteurs de risque 

généraux de développer un cancer.  

L’obésité quant à elle constitue un facteur de risque important de développer des cancers 

du sein et de l’utérus. L’augmentation du tissu adipeux dans le sein est associée à un 

accroissement de l’inflammation tumorale et à une augmentation de la synthèse endogène 

d’œstrogènes (Baumgarten and Frasor, 2012; Klinge, 2015; Yager and Davidson, 2006).  

II.3 Caractéristiques génétiques des tumeurs mammaires  

Sous l’effet d’agents carcinogènes, la cellule peut subir des modifications génétiques dues 

à des mutations et des altérations épigénétiques et être à l’origine du cancer. 

Dans le cancer du sein, de nombreux promoteurs de gènes sont hyperméthylés tels que 

ceux codant pour le suppresseur de tumeur RASSF1A (Ras-association domain family 1, 

isoform A), pour les pro-apoptotiques (HOXA5 (homeobox A5), TMS1 (target of 

methylation-induced Silencing 1), pour la protéine de réparation de l’ADN BRAC1 

(breast cancer 1) ou encore pour les protéines impliquées dans l’adhésion (E-cadhérine, 

cadhérine 13) (Widschwendter and Jones, 2002). Le promoteur du gène ESR1 codant ERα 

apparaît lui-même méthylé dans les lignées de cancer mammaire ER négative (Ottaviano 

et al., 1994; Pathiraja et al., 2010). Environ 30 % des cancers mammaires sont décrits 

comme n’exprimant pas les récepteurs aux œstrogènes (ER). 
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Dans les tumeurs mammaires, les proto-oncogènes régulant la prolifération cellulaire 

MYC, HER2 (human epidermal growth factor receptor 2) codé par le gène ERBB2 et la 

cycline D1 codée par CCND1 (cyclin D1 gene) sont surexprimés (Ingvarsson, 1999). 

Dans le cas où le gène ERBB2 est retrouvé amplifié (environ 30 % des cas), les choix 

thérapeutiques s’orientent vers l’utilisation de l’herceptine, un anticorps dirigé contre le 

récepteur à tyrosine kinase HER2 (Tan and Yu, 2013).  

L’expression des gènes suppresseurs de tumeur TP53 (tumour protein of 53 kilodaltons), 

CDH1, PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome ten) et 

BRCA1/2 est impliquée dans la préservation de la stabilité de l’information génétique. 

Cependant ceux-ci peuvent être mutés ou hyperméthylés dans leur région promotrice. La 

perte d’expression ou de fonctionnalité de ces gènes est impliquée dans l’instabilité 

génétique et à l’origine de l’initiation de la tumorigenèse. D’une façon générale, le gène 

TP53 codant pour la protéine p53 est muté dans 15 à 34 % des cas de cancers du sein et 

12 à 46 % des cancers du sein invasifs (Hassiotou and Geddes, 2013). Chez les femmes 

âgées de plus de 70 ans, le risque de développer un cancer est de plus de 55 % lorsque le 

gène BRCA est muté (Mavaddat et al., 2013). 

Ces anomalies génétiques (mutations, modifications épigénétiques) touchent aussi bien 

les cellules souches, germinales, somatiques et sont responsables de modifications de 

l’expression de gènes ou de l’activité de protéine. L’altération de l’ADN des MaSC les 

transforment en cellules souches cancéreuses permettant ainsi la formation de 

progéniteurs ayant un ADN muté et permettant in fine la formation de niches 

tumorales (Visvader and Lindeman, 2008).  

La présence d’anomalies génétiques dans les cellules germinales comme celle touchant 

le gène BRCA ou TP53 est responsable de la transmission génétique du cancer. Ainsi, le 

risque de développer un cancer du sein à 50 ans est augmenté dès qu’une parente au 

1er degré a elle-même développé un cancer du sein (Collaborative Group on Hormonal 

Factors in Breast Cancer, 2001).  
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II.1 Caractérisation et classification des tumeurs mammaires 

Les tumeurs primitives du sein sont caractérisées en fonction de critères histologiques, 

génétiques, moléculaires ou cliniques.  

 Caractérisation histologique de la tumeur 

Les hyperplasies issues de cellules épithéliales ductales et lobulaires peuvent être à 

l’origine d’adénomes (tumeurs bénignes) ou de carcinomes in situ lesquels se 

développent sous l’effet de mutations génétiques ou d’altérations épigénétiques. Les 

carcinomes canalaires représentent 70 à 80 % des cas de carcinome mammaire in situ, les 

carcinomes lobulaires étant plus rares (10-15 % des cas) (Edge and Compton, 2010; 

Rivenbark et al., 2013).  

Les cellules de carcinome peuvent se transformer en cellules mésenchymateuses et 

acquérir de nouvelles propriétés leur permettant de migrer et d’envahir le stroma après 

franchissement de la lame basale. On distingue ainsi les carcinomes in situ des carcinomes 

infiltrants (Figure 7) (Hanahan and Weinberg, 2011). Les cancers infiltrants représentent 

environ 80 % des cas de cancers du sein et sont plus agressifs (Rivenbark et al., 2013).  

 

 

 

 

 

Les cellules cancéreuses présentes dans le stroma peuvent rejoindre les vaisseaux 

sanguins et lymphatiques et permettre la formation de métastases. En effet, les cellules 

tumorales circulantes peuvent être à l’origine du développement de métastases. Dans le 

cancer du sein, les métastases se développent préférentiellement dans les os, mais aussi 

dans le foie, le poumon et le cerveau (Rahman and Mohammed, 2015).  

Le pronostic du cancer du sein métastatique est mauvais avec un taux de survie moyen de 

30 à 36 mois, au moment du diagnostic. En 2010, la survie 5 ans après le diagnostic était 

seulement de 5 à 10 % pour les cancers du sein métastasés (Kucharczyk et al., 2017). 

Figure 7 : Histologie des carcinomes mammaires  

(A : cellules normales, B : cellules cancéreuses, C : membrane basale, D : lumière) 

 

(Adaptée de http://www.centredesmaladiesdusein.ca/diagnostic/informations-generales/principaux-types-de-cancer-

du-sein) 
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 La classification TNM 

La classification TNM est une classification anatomopathologique couramment utilisée 

en clinique par le praticien. Elle permet l’évaluation du cancer au moment du diagnostic 

ou après un traitement chirurgical et permet la mise en place d’une stratégie thérapeutique 

adaptée à l’état plus ou moins avancé de celui-ci. Cette classification est basée sur 

plusieurs critères : la taille de la tumeur (T), la présence de ganglions lymphatiques (N) 

et la présence de métastases (M). Tous ces critères reflètent l’état du cancer (grade) et son 

facteur pronostique (Tableau 1). 

Tableau 1 : Classification TNM du cancer du sein  

 

 Caractéristiques 

T 

T0: Tumeur non palpable 

Tis: Carcinome in situ 

T1: ≤ 2cm  

T2: entre 2 et 5cm 

T3: > 5cm 

T4: Tumeur de toute taille avec une extension à la paroi 

thoracique et/ou à la peau 

N 

N0: pas de ganglion palpable 

N1: Adénopathies axillaires homolatérales mobiles 

N2: Adénopathies axillaires homolatérales fixes 

N3: Adénopathies mammaires internes ou sus-claviculaires 

M 
M0: Absence de métastases  

M1: Présence de métastase(s) à distance 
 

(Version simplifiée de la 7ème édition 2010) (T : Tumeur primaire, N : Ganglions lymphatiques, M : Métastase) 
 

Les cancers inflammatoires du sein sont des cancers agressifs classifiés T4 dans la 

classification TNM. Ils présentent une croissance rapide et une proportion élevée de sous-

type ER- (Li et al., 2011). Cette croissance rapide est due à la présence de cellules souches 

cancéreuses qui ont un potentiel de prolifération illimité et présentent une résistance à la 

chimiothérapie (Ginestier et al., 2007; Li et al., 2008). Quand les cellules cancéreuses 

prolifèrent vite, elles épuisent les nutriments ainsi que l’oxygène et se retrouvent en état 

d’hypoxie. Dans ces conditions, elles meurent et libèrent des molécules pro-

inflammatoires qui créent la réaction inflammatoire et activent des voies de 

l’inflammation (NF-κB ; nuclear factor-kappa B) (Robertson et al., 2010).  
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 La classification de Scarff, Bloom et Richardson 

La classification de Scarff, Bloom et Richardson est utilisée en complément de la 

classification histologique. Elle permet de répertorier les cancers du sein en fonction de 

leur degré de différenciation (un même type histologique pouvant présenter des degrés de 

différenciation tissulaire différents).  

 Le grade 1 fait référence à un cancer de faible grade où les cellules 

mammaires sont bien différenciées. 

 Le grade 2 est un stade intermédiaire. 

 Le grade 3 est un cancer à haut grade, de moins bon pronostic, où les cellules 

mammaires sont faiblement différenciées et prolifèrent vite (index mitotique 

élevé). 

 Classification basée sur des données transcriptomiques  

Les cancers du sein présentent une diversité phénotypique et génique importante. Ils 

peuvent être différenciés en fonction de leurs anatomo-pathologie, taille, type 

histologique, ou de la présence de marqueurs moléculaires ou de caractéristiques 

cliniques. Les cancers du sein ont longtemps été répertoriés en fonction de l’expression 

des récepteurs aux œstrogènes et à la progestérone, ainsi que du niveau d’amplification 

de HER2. 

 Les cancers hormono-sensibles (70 % des cas) présentent un profil 

ER+/PR+/HER2+ ou ER+/PR+/HER2- les rendant sensibles aux thérapies 

anti-œstrogèniques.  

 Les cancers dits hormono-négatifs ER-/PR-/HER2+ ou triples négatifs 

(ER/PR-/HER2-) ne répondent pas à l’hormono-thérapie. Dans ces cancers, 

d’autres cibles thérapeutiques doivent être identifiées.  
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Au sein d’un même sous-groupe hormonal, l’hétérogénéité de la tumeur peut expliquer 

différentes réponses au traitement. Les avancées technologiques ont permis de créer une 

nouvelle classification des tumeurs basée sur des données transcriptomiques. Cette 

classification dite moléculaire est basée sur l’expression de certains marqueurs comme 

ER, PR, HER2 et d’autres marqueurs. Initialement composée de 6 catégories, cette 

classification dite moléculaire n’en comporte plus que cinq (Tableau 2). Elle permet de 

prédire l’évolution de la tumeur ainsi que sa réponse au traitement et ainsi oriente les 

choix thérapeutiques (Perou et al., 2000; Sørlie et al., 2001).  

Tableau 2 : Classification moléculaire des tumeurs  
 

Sous type Fréquence   Statut Traitement 

Luminal A 50-60 % 

ER+, PR+, HER2-, GATA-3+, FOXA1+ 

Ki-67 faible,  

Mutations TP53 (15 %), PI3KCA (45 %) 

Tumeur de grade I ou II 

Hormonothérapie 

Luminal B 10-20 % 

ER+, PR+, HER2- 

Ki-67 élevé,  

Mutations TP53 (65 %), PI3KCA (29 %) 

Tumeur de grade II ou III  

Hormonothérapie 

HER2 

10-15 % 

(45 % des 

tumeurs ER-) 

ER-, PR-, HER2+ 

Mutations TP53 (70 %), PI3KCA (39 %) 

Chimiothérapie  

Trastuzumab 

Basal-like 

10-20 % 

(85 % des 

cancers 

héréditaires) 

ER-, PR-, HER2-, CK 5/6/17, Laminine 

Ki-67 élevé,  

Mutations TP53 (100 %), PI3KCA (9 %) 

Tumeur de grade III, pro-inflammatoire 

Chimiothérapie 

Claudin-

low 
10-15 % 

ER-, PR-, HER2-, Expression forte des 

marqueurs de la TEM et des cellules 

souches. 

Peu sensible à la 

Chimiothérapie 

 

(PR : progesterone receptor, GATA3 : GATA binding protein 3, FOXA1 : forkhead box protein A1, CK : cytokératine 

PI3KCA : phosphoinositide-3-kinase, catalytic, alpha polypeptide)  

 

D’après Ladoire and Fumoleau, 2017; Perou et al., 2000; Rivenbark et al., 2013; Sørlie et al., 2001 
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 Les œstrogènes et la signalisation œstrogénique 

I.1 Les œstrogènes 

 Biosynthèse des œstrogènes 

Les œstrogènes sont des hormones stéroïdiennes sexuelles synthétisées de façon 

endogène à partir d’un précurseur lipidique, le cholestérol, lors d’un processus complexe 

appelé stéroïdogenèse. 

Celle-ci fait intervenir de nombreuses protéines telles que la StAR (Steroidogenic acute 

regulatory protein), les enzymes de la famille HSD (hydroxysteroid deshydrogenase) et 

de la famille des cytochromes P450. Ces enzymes catalysent des réactions permettant au 

cholestérol, un lipide essentiel des membranes plasmiques, d’être converti en hormones 

stéroïdes (progestagènes, œstrogènes, androgènes, minéralcorticoïdes et 

glucocorticoïdes) (Figure 8) (Miller and Auchus, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le cholestérol peut être apporté par l’alimentation en étant associé au LDL (low-density 

lipoprotein) après l’endocytose par la cellule de ces transporteurs (Miller and Auchus, 

2011). Il peut également être néo-synthétisé dans le réticulum endoplasmique à partir 

d’acétyl-coenzyme A, puis stocké sous forme estérifiée dans des gouttelettes lipidiques. 

Le cholestérol associé aux phospholipides constitue un des composants majeurs des 

membranes plasmiques (Miller and Auchus, 2011). 

Minéralcorticoïdes 

Glucocorticoïdes 

Autres Androgènes 

Estriol 
 

Œstrogènes Androgènes 

Progestagènes 

Figure 8 : Biosynthèse des œstrogènes chez l'Homme  

(Adapté de Miller et Auchus 2011) 
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Une fois hydrolysé, le cholestérol devenu libre est transporté jusqu’à la membrane interne 

de la mitochondrie, par la protéine de transport StAR, où il est clivé par la P450scc 

permettant la formation de la prégnénolone. Cet intermédiaire est ensuite modifié dans le 

réticulum endoplasmique lisse pour permettre la formation d’autres progestagènes puis 

d’androgènes (Figure 8) (Miller and Auchus, 2011).  

Seuls les organes stéroïdogènes (corticosurrénale, gonades et placenta) possèdent 

l’ensemble des enzymes permettant la biosynthèse des œstrogènes à partir du cholestérol. 

Par contre, la conversion des androgènes en œstrogènes (aromatisation) est possible via 

la présence d’une enzyme mitochondriale très conservée de la famille des cytochromes 

P450, appelé aromatase (Simpson et al., 1994). Chez l’Homme, le gène CYP19A1 codant 

pour l’expression de l’aromatase est exprimé dans de nombreux tissus dont les gonades 

(testicules, ovaires), le cerveau, le placenta, le tissu adipeux, le tissu osseux et les tissus 

fœtaux. Ce gène à la particularité d’être sous le contrôle de plusieurs promoteurs tissu-

spécifiques permettant la formation de transcrits différents, cependant ils codent pour une 

protéine unique d’environ 55 kDa (Conley, 2001). 

L’œstrone (E1) et l’œstradiol (E2) sont les premiers œstrogènes synthétisés. L’œstrone 

qui n’a pas d’action biologique provient de l’aromatisation de l’androsténedione alors que 

l’œstradiol est issu de l’aromatisation de la testostérone (Carreau et al., 2003). Chez la 

femme en âge de reproduction, la synthèse d’E2 a lieu principalement dans les ovaires, 

alors que chez la femme post-ménopausée, c’est la conversion périphérique (foie, tissus 

adipeux et muscles) des androgènes surrénaliens qui maintient un taux circulant 

d’œstradiol. Dans le placenta et les ovaires, la 17β-HSD1 peut également réduire 

l’œstrone en œstradiol tandis que la 17β-HSD2, exprimée principalement dans le foie, 

l’endomètre, l’intestin, et le placenta catalyse la réaction inverse (Miettinen et al., 1996). 

L’œstrone peut subir une 16α-hydroxylation puis être réduite en œstriol (E3) par la 

17β-HSD1. Cette dernière fortement exprimée dans le placenta permet la production de 

l’œstriol lors de la grossesse (Figure 8) (Cui et al., 2013; Miller and Auchus, 2011). 
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Avant la ménopause, l’E2 est l’œstrogène majoritaire (Figure 9). Elle est principalement 

synthétisée par l’ovaire sous le contrôle des hormones hypophysaires (FSH et la LH) 

(Palermo, 2007; Steinkampf et al., 1987). En effet, une forte augmentation de l’œstradiol 

est observée au moment de l’ovulation, après le pic de LH. À la ménopause, l’arrêt de la 

fonction endocrine des ovaires n’est pas compensé par les tissus périphériques (tissu 

adipeux, foie, muscle) faisant chuter drastiquement la concentration sanguine en 

œstradiol. L’œstrone principalement synthétisée dans les tissus périphériques devient 

l’œstrogène majoritaire à la ménopause (Figure 9) (Altchek et al., 2003). 

 

 

 

 

 

Chez la femme enceinte, le placenta permet la synthèse de l’œstriol (dès la 8ème semaine 

d’aménorrhées) et augmente la synthèse d’œstradiol celle-ci pouvant atteindre 7000 à 

31200 pg/ml dans les dernières semaines de la grossesse (Figure 10) (Institut de biologie 

clinique; Université libre de Bruxelles; Morel et al., 2016).  

 

 

 

 

 

 

  

Figure 9 : Concentrations moyennes des hormones stéroïdiennes  

(Altchek, Deligdisch, et Kase 2003) 

Figure 10 : Concentrations plasmatiques des hormones lors de la grossesse  

P : progéstérone, E1 : œstrone ; E2 : 17β-œstradiol, E3 : œstriol ; hCG : hormone chorionique gonadotrope 

(Morel et al., 2016) 
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 Rôles biologiques des œstrogènes  

Les œstrogènes sont impliqués dans la régulation de l’homéostasie de nombreuses 

cellules. Ainsi, chez la femme ils interviennent dans la fonction de reproduction en ayant 

par exemple un rôle important dans l’utérus et la glande mammaire et sont impliqués dans 

le développement et le maintien des fonctions sexuelles femelles et des caractères sexuels 

secondaires. Les œstrogènes régulent également la physiologie de la peau et de certains 

systèmes comme le système ostéo-articulaire, le système immunitaire, le système 

cardiovasculaire, le système nerveux central et le système neuroendocrinien (Figure 11) 

(Couse and Korach, 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 11 : Organes cibles des œstrogènes chez la femme  

(d’après Couse et Korach 1999; illustration issue de Prossnitz et Barton 2011) 
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I.2 Les récepteurs aux œstrogènes 

Les actions biologiques des œstrogènes passent principalement par leur liaison à des 

récepteurs nucléaires spécifiques, les récepteurs aux œstrogènes α et β codés 

respectivement par les gènes ESR1 et ESR2. 

Le gène ESR1 a été cloné en 1985 (Walter et al., 1985). Pendant plus de 10 ans, ERα est 

considéré comme l’unique médiateur des effets des œstrogènes. La découverte et 

l’identification du gène ESR2 codant pour le récepteur ER dans une banque d’ADNc 

provenant de testicules de rat a mis à mal ce paradigme (Kuiper et al., 1996). Par la suite, 

l’expression d’ERβ a été mise en évidence chez différentes espèces, dont 

l’Homme (Mosselman et al., 1996).  

 Le récepteur α aux œstrogènes 

Le gène ESR1 est situé sur le chromosome 6 au niveau du locus q24-q27 chez 

l’Homme (Gosden et al., 1986). Il est sous le contrôle de plusieurs promoteurs dits 

« tissu-spécifiques » (Flouriot et al., 1998). Les transcrits codant pour ERα sont exprimés 

dans de nombreux organes dont ceux de l’appareil reproducteur chez la femme (ovaire, 

utérus, glande mammaire) ainsi que dans les tumeurs mammaires (Poola et al., 2002; 

Taylor et al., 2010). 

Les messagers codant pour les différents isoformes d’ERα peuvent subir un épissage 

alternatif (Flouriot et al., 1998). Aini, le transcrit sauvage codant pour l’isoforme à 66 kDa 

comporte 8 exons (Ponglikitmongkol et al., 1988) qui codent pour les 5 domaines 

fonctionnels (A/B, C, D, E et F) communs aux récepteurs nucléaires (Mangelsdorf et al., 

1995). L’exon 1 code pour le domaine A/B, l’exon 2 et 3 pour le domaine C, la première 

partie de l’exon 4 pour le domaine D, la seconde partie de l’exon 4 ainsi que les exons 5, 

6 et 7 pour le domaine E et l’exon 8 pour le domaine F. Il a également été décrit un 

9ème exon, codant pour une séquence de 27 acides aminés, lequel est uniquement présent 

sur le transcrit à 36 kDa (Wang et al., 2005).  

Les transcrits sont traduits en protéines grâce à l’existence de plusieurs sites d’initiation 

de la traduction localisés au niveau de l’exon 1 et 2 (Wang et al., 2005). À ce jour, 

20 variants d’ERα ont été identifiés dans des cellules de lignées cancéreuses mammaires 

et des tumeurs du sein (Lee et al., 2008; Poola et al., 2000).  
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Ainsi, au niveau protéique, ERα66, 46 et 36 présentent des structures différentes (Figure 

12). L’isoforme de taille complète (ERα66) comporte, au contraire des formes tronquées, 

les domaines de transactivation de la transcription AF-1 et AF-2 (activation function-1 

et  -2). En effet, ERα46 suite à l’épissage de l’exon 1, est dépourvu du domaine AF-1 

(Flouriot et al., 2000). L’isoforme à 36 kDa, est issue de l’épissage des exons 1, 7 et 8. 

ERα36 est ainsi dépourvu à la fois du domaine AF-1, du domaine AF-2 et possède 

également un domaine de fixation au ligand tronqué (Wang et al., 2005). 

 

 

 

 

 

ERα46 peut s’hétérodimériser avec ERα66 ou rentrer en compétition avec celui-ci et 

s’opposer ainsi à l’expression des gènes induit par ERα66 comme ceux impliqués dans la 

prolifération (Flouriot et al., 2000; Penot et al., 2005). Dans le cancer du sein, il a ainsi 

été montré qu’ERα46 était un facteur de bon pronostic. En effet, son expression est 

associée à la fois à une diminution du volume tumoral et du grade de la tumeur (Chantalat 

et al., 2016).  

ERα36 inhibe également l’activité transcriptionnelle d’ERα66 (et d’ERβ) (Wang and Yin, 

2015; Wang et al., 2006). Dans les tumeurs mammaires, l’expression de cette isoforme 

apparaît diminuée par rapport au tissu sain laquelle est corrélée à la progression tumorale, 

la présence de ganglions métastatiques et un haut grade (Zheng et al., 2010). Il a 

cependant été montré, dans les cellules de carcinome mammaire, une corrélation entre 

l’expression d’ERα36, la croissance tumorale, la dissémination métastatique et la 

résistance aux traitements (thérapie antihormonale et chimiothérapie) (Chaudhri et al., 

2012; Wang et al., 2012).   

Figure 12 : Structures des 3 principales isoformes d’ERα 

(AA : Acide aminé ; nct : nucléotides) 
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 Le récepteur β aux œstrogènes 

Le gène ESR2 se localise chez l’Homme sur le chromosome 14 entre le locus q22 et 

q24 (Enmark et al., 1997). Il est composé de 8 exons codant pour les 5 domaines A/B, C, 

D, E et F. Le transcrit codant pour la protéine sauvage à 60 kDa ERβ1 (également appelé 

ERβ) peut subir un épissage alternatif et permettre l’expression de nombreux variants 

spécifiques de certains tissus (Poola et al., 2002). Les transcrits codant pour ERβ 2-5 

diffèrent de celui codant pour ERβ au niveau C-terminal. Ces derniers comportent une 

autre séquence que celle codée par l’exon 8. Les messagers codant pour ERβ 4 et 5 ne 

contiennent que l’exon 7 et une séquence additionnelle en lieu et place de l’exon 8 (Moore 

et al., 1998).  

L’identification d’ERβ a permis de comprendre comment les œstrogènes pouvaient avoir 

un effet dans des tissus n’exprimant que peu ou pas ERα (Nilsson et al., 2001). ERβ joue 

un rôle central dans la mise en place du système reproducteur chez l’homme en permettant 

l’action des œstrogènes dans le tractus uro-génital (testicules, prostate) et dans les 

gamètes mâles (spermatozoïdes) (Carreau and Hess, 2010; Enmark et al., 1997; Nilsson 

et al., 2001). Ce récepteur est exprimé chez la femme dans les ovaires, la glande 

mammaire, et l’utérus ainsi que dans certaines tumeurs mammaires (Enmark et al., 1997; 

Nilsson et al., 2001). Il apparaît également exprimé dans le poumon, le système nerveux 

central, le système cardiovasculaire et l’os (Enmark et al., 1997; Nilsson et al., 2001). 

Les cinq variants principaux d’ERβ (60 kDa) sont ERβ2/cx, ERβ3, ERβ4 et ERβ5. Toutes 

ces isoformes sont dépourvues du domaine F et présentent un domaine AF2 plus ou moins 

tronqué. Les tumeurs mammaires expriment ERβ1, ERβ2 et ERβ5 (Davies et al., 2004).  



Introduction chapitre 2 : La signalisation œstrogénique  

41 

 Structure/fonction d’ERα et β  

Les ER appartiennent à la superfamille des facteurs de transcription activés par un ligand 

(Mangelsdorf et al., 1995). Les formes sauvages d’ERα et β (respectivement 66 et 60 kDa) 

comportent 5 grands domaines fonctionnels (Krust et al., 1986). Ces récepteurs partagent 

95 % d’homologie de séquences dans le domaine C de liaison à l’ADN et 58 % 

d’homologie dans le domaine E impliqué dans la liaison au ligand (Figure 13) (Marino et 

al., 2006).  

 

 

 

 

 

Le domaine A/B se situe dans la région N-ter du récepteur et contient le domaine 

de transactivation indépendant du ligand AF-1 (Tora et al., 1989). Ce domaine est activé 

par des modifications post-traductionnelles en absence d’œstrogènes et peut ainsi induire 

l’activité transcriptionnelle du récepteur en son absence (Le Romancer et al., 2011). La 

taille et la séquence protéique de ce domaine varient fortement entre les deux isoformes 

α/β (30 % d’homologie) (Marino et al., 2006). Le domaine AF-1 d’ERβ est tronqué par 

rapport à ERα expliquant ainsi une forte diminution de l’activité transcriptionnelle d’ERβ 

(Cowley and Parker, 1999). Ce domaine permet également le recrutement de nombreux 

co-régulateurs impliqués dans la régulation de l’expression génique (Hall and 

McDonnell, 2005; Métivier et al., 2001; Nilsson et al., 2001).  

Le domaine C ou domaine DBD (DNA-binding domain), est un domaine de 

liaison à l’ADN hautement conservé entre tous les récepteurs nucléaires (Mangelsdorf et 

al., 1995). Il se compose de 2 structures en doigt de zinc qui comportent chacune 

4 cystéines. Au niveau C-terminal de ce domaine, les récepteurs aux œstrogènes 

présentent une p-box, constituée de 3 acides aminés (Glu203, Gly204 et Ala207), laquelle 

permet la reconnaissance des éléments de réponse aux œstrogènes (ERE) (Mader et al., 

1989). Ces séquences spécifiques sont présentes dans la région promotrice des gènes 

régulés directement par les œstrogènes (Klinge, 2001). Ce domaine est également 

impliqué dans la dimérisation des ER (Nilsson et al., 2001). 

595 a.a/66 kDa 

530 a.a/60 kDa 

Figure 13 : Les récepteurs aux œstrogènes ERα et ERβ 

Représentation des domaines fonctionnels d’ERα et ERβ et de leur pourcentage d’homologie (Marino et al., 2006).  
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Le domaine D est une région charnière entre les domaines C et E qui participe à 

la transactivation du récepteur. En effet, cette région est sujette à des modifications 

post-traductionnelles (Le Romancer et al., 2011). Lesquelles sont impliquées dans le 

repliement allostérique du récepteur (Zwart et al., 2010), et dans la résistance aux 

thérapies anti-hormonales (Michalides et al., 2004). De plus, cette région permet la 

translocation nucléaire du récepteur via la présence d’une séquence NLS (Nuclear 

localization signal) (Burns et al., 2011).  

Le domaine E ou domaine LBD (ligand-binding domain) permet la liaison avec 

le ligand. L’affinité différente de l’œstradiol pour ERα et ERβ peut s’expliquer par leur 

faible pourcentage d’homologie pour ce domaine (Figure 13) (Marino et al., 2006). Par 

exemple, la constante de dissociation Kd envers l’œstradiol est de 0,1 nM pour ERα et de 

0,4 nM pour ERβ (Kuiper et al., 1997). Il contient également le domaine de 

transactivation AF-2 dont l’activité est dépendante du ligand (Brzozowski et al., 1997; 

Webster et al., 1988). En présence d’E2, ce domaine peut s’associer avec le domaine A/B 

d’ERα et augmenter ses effets transcriptionnels (Kraus et al., 1995; Zwart et al., 2010). 

Le domaine F situé au niveau C terminal des ER (Patel and Skafar, 2015) modifie 

l’activité transcriptionnelle du récepteur en réponse au ligand (Montano et al., 1995). 

Ainsi le faible pourcentage d’homologie (23 %) entre ERα et ERβ peut aussi expliquer 

leur différence d’activité transcriptionnelle en réponse aux ligands et aux thérapies anti-

hormonales (Schwartz et al., 2002; Weatherman and Scanlan, 2001). Ce domaine régule 

l’activité du récepteur en recrutant le co-activateur SRC1 (steroid receptor coactivator 1) 

(Koide et al., 2007), le facteur de transcription Sp1 (Stimulating protein 1) (Kim et al., 

2003) et permet l’expression de gènes possédant une séquence ERE (Montano et al., 

1995) ou un site AP-1 (activator protein-1) (Weatherman and Scanlan, 2001).  
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I.3 La signalisation œstrogénique 

Les récepteurs aux œstrogènes régulent l’expression de nombreux transcrits à la fois 

positivement et négativement. Ils contrôlent ainsi différents processus cellulaires tels que 

la prolifération et l’apoptose (Frasor et al., 2003).  

Il existe 3 voies de signalisation liées à l’activation des récepteurs aux œstrogènes et qui 

régulent in fine la transcription des gènes cibles (Cui et al., 2013).  

 La voie génomique dépendante des œstrogènes qui permet l’activation du 

domaine AF-2 (en rose, Figure 14).  

 La voie non génomique à effet rapide induite via la liaison des œstrogènes 

aux ER membranaires activant ainsi les voies de signalisation en aval (en 

jaune, Figure 14). 

 La voie indépendante du ligand, c’est-à-dire indépendante des œstrogènes où 

l’activité transcriptionnelle d’ERα est induite suite à l’activation des voies de 

signalisation (en vert, Figure 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 14 : Modèle d’activation de la signalisation œstrogénique  

(Cui, Shen, et Li 2013) 
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 Voie génomique dépendante des œstrogènes 

En l’absence de ligand, les récepteurs aux œstrogènes α et β sont associés à un complexe 

multiprotéique constitué par des protéines chaperonnes (HSP70 (heat shock proteins 70), 

HSP90) elles-mêmes associées à des co-chaperonnes (HSP40, P23) et à des 

immunophilines (cyclophilline 40) (Pratt et al., 2004; Tecalco-Cruz et al., 2017). Ce 

complexe chaperon participe à la navette nucléocytoplasmique des ER et apparaît 

indispensable à la localisation majoritairement nucléaire d’ERα observée en l’absence de 

ligand (King and Greene, 1984; Tecalco-Cruz et al., 2017). Ce transport nucléo-

cytoplasmique peut être altéré suite à l’ajout d’ICI 182,780 (Dauvois et al., 1993). Ce 

complexe multiprotéique permet aux ER d’acquérir une conformation optimale 

nécessaire à la liaison de leur ligand permettant ainsi leur activité transcriptionnelle (Fliss 

et al., 2000; Tecalco-Cruz et al., 2017). 

L’œstradiol de par sa nature lipophile, peut diffuser passivement à travers la bicouche 

lipidique (Muller et al., 1979) et interagir avec le domaine LBD des ER au niveau du 

cytosol. Cette liaison induit la dissociation de l’hétérocomplexe inhibiteur et des 

modifications post-traductionnelles des ER (Le Romancer et al., 2011; Tecalco-Cruz et 

al., 2017). Ces modifications induisent un changement conformationnel du récepteur 

permettant sa dimérisation (homo ou hétérodimérisation) et sa translocation dans le noyau 

(Marino et al., 2006; Matsuda et al., 2002; Shiau et al., 1998; Tecalco-Cruz et al., 2017).  

Dans le noyau, les récepteurs aux œstrogènes α et β, liés à leur ligand, peuvent interagir 

directement avec l’ADN grâce à leur domaine DBD (Jakacka et al., 2001; Kumar and 

Chambon, 1988). Ce dernier reconnait et se lie à un élément de réponse aux œstrogènes, 

situé dans la région promotrice, en amont du gène cible. La séquence nucléotidique 

reconnue est une séquence palindromique de 13 paires de bases 

(5’-GGTCAnnnTGACC-3’) constituée de deux demi-séquences ERE séparées par 

3 nucléotides (Kumar and Chambon, 1988). Les dimères ERα/ERα et ERα/ERβ 

présentent une affinité de liaison envers les ERE similaire, mais supérieure par rapport à 

celle de l’homodimère formé par ERβ (Cowley et al.). Les ER peuvent également se lier 

à une séquence ERE imparfaite, cependant l’effet transcriptionnel s’y trouve atténué 

(Klinge, 2001). 
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Le complexe E2/ERα peut également interagir avec les facteurs de transcription JUN et 

FOS et augmenter la transcription des gènes possédant un site AP1. Au contraire, le 

complexe E2/ERβ inhibe l’expression de ces gènes (Paech et al., 1997).  

Les ER peuvent aussi se lier aux complexes facteurs de transcription et éléments de 

réponse présents sur le promoteur de gène ne possédant pas d’ERE tels que les complexes 

Sp1/GC (Stimulating protein-1/GC-rich promoter sequences), ATF-1/CREB (Activating 

transcription factor-1/ cAMP response element binding protein), ATF-2/cJUN, 

ATF-2/CREB et augmenter in fine l’expression génique (O’Lone et al., 2004). Toutefois, 

les ER peuvent avoir une action répressive sur l’expression des gènes de l’inflammation 

en se liant au facteur de transcription RelA. Il empêche ainsi sa fixation sur un site NF-κB 

et ainsi prévient l’expression d’IL-6 (interleukine-6) (Galien and Garcia, 1997).  

Ces modes de régulation de la transcription peuvent être tous deux mis en jeu pour la 

régulation d’un même gène. Par exemple, le gène codant pour le récepteur à la 

progestérone contient dans son promoteur deux sites Sp1 et une demi-séquence ERE (Petz 

and Nardulli, 2000)  

Les récepteurs aux œstrogènes liés de façon directe ou indirecte au promoteur du gène 

régulent l’activité transcriptionnelle du gène cible en recrutant des co-activateurs. La 

liaison des œstrogènes au LBD, induit un repositionnement de l’hélice 12 au niveau du 

domaine AF-2. Ce repositionnement permet la formation d’une poche hydrophobe 

logeant le ligand et le recrutement de ces co-activateurs (Figure 15) (Brzozowski et al., 

1997). Ces derniers sont impliqués dans le remodelage de la chromatine et la formation 

d’un complexe de pré-initiation nécessaire à l’activité de l’ARN polymérase II (Johnson 

and O’Malley, 2012; Walsh et al., 2012).  

 

 

 

 

 
Figure 15 : Conformation d’ERα suite à la liaison d’un agoniste 

La position de l’hélice 12 d’ERα est modifiée suite à la liaison du ligand permettant la création d’une poche 

hydrophobe qui loge le ligand et permet le recrutement de co-activateurs (Miller, 2015). 
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 Voies kinasiques liées aux ER membranaires et dépendante de 

l’œstradiol 

Dans la cellule, en plus des effets génomiques observés à long terme, l’activation de la 

signalisation œstrogénique induit des effets en quelques secondes ou quelques minutes 

(Russell et al., 2000; Szego and Davis, 1967). Ces effets rapides, qualifiés de « non 

génomiques » sont induits par l’activation des ER exprimés à la membrane (Klinge, 2015) 

et du récepteur GPER/GPR30 (G-protein coupled estrogen receptor/G-protein coupled 

receptor 30) (Thomas et al., 2005).  

a) Les récepteurs aux œstrogènes membranaires 

Le récepteur ERα46 est localisé, en partie, dans des microdomaines membranaires, 

enrichis en cholestérol et en protéines, appelés cavéoles (Kim et al., 1999; Li et al., 2003). 

Il a été montré que la présence de cette isoforme dans ces radeaux lipidiques spécialisés 

de la membrane plasmique requiert une palmitoylation (Li et al., 2003). ERα36 est lui 

aussi exprimé à la membrane plasmique des cellules (Lee et al., 2008; Wang et al., 2006). 

Une étude a mis en évidence que la cystéine 447, est impliquée dans la localisation 

membranaire d’ERα. La palmitoylation de ce résidu permet son association avec la 

cavéoline-1 (Acconcia et al., 2005). La présence de la sérine 522 apparaît également 

requise pour permettre l’interaction des ERα avec la cavéoline-1 (Razandi et al., 2003). 

En présence d’E2, ERα peut s’associer à des kinases et activer rapidement les voies non 

génomiques. Par exemple, le domaine SH2 (Src homology 2) de la kinase SRC reconnait 

le résidu tyrosine 447 phosphorylé d’ERα (Varricchio et al., 2007). La méthylation de 

l’arginine 260 d’ERα, permet le recrutement de la SRC et de la sous-unité p85 de la PI3K 

activant ainsi la signalisation Akt (Le Romancer et al., 2008).  

Les ER peuvent s’associer aux récepteurs à l’EGF et à l’IGF ainsi qu’à des protéines 

d’échafaudage lesquelles permettent la formation de complexes de signalisation.  

 La protéine HPIP (hematopoietic PBX-interacting protein) recrutée par le 

domaine D et F des ER (Manavathi et al., 2006).  

 La Shc (Src-homology/collagen) et la striatine sont recrutées par le domaine 

A/B des ER (Lu et al., 2004). 

 La protéine MNAR (Modulator of Non-genomic Activity of estrogen 

Receptor) est recrutée par le domaine E des ER (Levin, 2008). 
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Ainsi dans les cellules endothéliales, la striatine active la protéine Gαi et induit 

l’activation d’eNOS (endothelial NOS) (Lu et al., 2004), la MNAR quant à elle interagit 

avec la sous-unité p60 de la kinase SRC et la sous-unité p85 de la PI3K (phosphoinositide 

3-kinase) (Cheskis et al., 2008). (L’équipe de Cheskis n’a cependant pas montré de lien 

entre l’activation de ces kinases et les voies associées, plusieurs articles publiés par son 

équipe allant dans ce sens ont été retirés). 

Ainsi, en présence de ligand, les ER membranaires activent rapidement les voies de 

signalisation (MAPK (mitogen-activated protein kinase), PI3K/Akt (phosphoinositide 3-

kinase/Protéine kinase B), AMPc/PKA (adénosine monophosphate cyclique/protéine 

kinase A), PKC (protéine kinase C), mobilisent le calcium et libèrent l’oxyde nitrique 

dans les cellules endothéliales (Le Romancer et al., 2011; Marino et al., 2006). 

b) Le récepteur GPER 

Le récepteur GPER est exprimé dans le tissu mammaire sain ainsi que dans les cancers 

mammaires (Ignatov et al., 2013) où il contrôle notamment la formation de métastases 

(Marjon et al., 2014). Ce récepteur à 7 domaines transmembranaires couplé à une protéine 

G est essentiellement exprimé au niveau des membranes intra-cellulaires comme celle du 

réticulum endoplasmique (Revankar et al., 2005).  

Il possède une forte affinité (de l’ordre de 3 nM) pour l’œstradiol (Thomas et al., 2005) 

et permet une réponse rapide à celui-ci de façon indépendante du statut d’expression des 

ER (Albanito et al., 2007; Maggiolini et al., 2004).  

Il permet ainsi une réponse rapide à l’œstradiol en activant l’adénylate cyclase qui 

synthétise l’AMPc (Filardo, 2017; Filardo et al., 2002) et en mobilisant le calcium 

intracellulaire (Revankar et al., 2005). Ce récepteur permet l’activation des voies de 

signalisation PI3K/Akt et celles liées à la PKA (Revankar et al., 2005), et permet 

également l’activation des métalloprotéases (MMP). Ces dernières permettent 

l’activation autocrine des récepteurs EGFR, via la libération de l’HB-EGF (Heparin-

binding EGF-like growth factor), et permettent l’activation des MAPK (Heparin-binding 

EGF-like growth factor) (Figure 16) (Biscardi et al., 1999; Filardo et al., 2000; Quinn et 

al., 2009).  
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 Activation des ER de façon ligand indépendante 

Les récepteurs aux œstrogènes peuvent être activés de façon indépendante du ligand par 

des phosphorylations. Ces modifications post-traductionnelles sont induites par des 

facteurs de croissance (EGF, IGF-1, héréguline (le ligand de HER2)), le TGFα 

(transforming growth factor α), l’AMPc, la cycline A, l’insuline, la dopamine, l’IL-2, la 

chémokine CXCL12 ou les esters de phorbol (Nilsson et al., 2001; Le Romancer et al., 

2011; Cenni and Picard, 1999).  

Ces ligands, après liaison à leurs récepteurs respectifs, et ces seconds messagers 

permettent d’activer de façon rapide les voies de signalisation et les kinases associées 

(MAPK, PKA, PKC, PI3K) (Cui et al., 2013; Nilsson et al., 2001) aboutissant ainsi la 

phosphorylation activatrice du domaine AF-1.  

La cycline D1, de façon indépendante des voies kinasiques, active les ER. L’interaction 

de la cycline D1 avec le domaine E/F des ER induit l’expression des gènes possédant un 

ERE dans leur séquence promotrice (Neuman et al., 1997; Zwijsen et al., 1997). 

  

Figure 16 : Le récepteur GPER induit les voies kinasiques 

(Tu and Jufri, 2013) 
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I.4 Régulation transcriptionnelle 

 Induits par des modifications post-traductionnelles des ER et des 

corégulateurs transcriptionnels 

a) Phosphorylations 

L’activation des voies kinasiques permet la phosphorylation activatrice des facteurs de 

transcription AP-1, STATs (signal transducers and activators of transcription), ELK1 

(ETS transcription factor), CREB, NF-κB. L’activation de ces derniers permet la 

formation du complexe transcriptionnel en permettant notamment le recrutement de 

co-activateurs transcriptionnels via le domaine AF-2 après la fixation du ligand 

(Björnström and Sjöberg, 2005). Il apparaît également que la phosphorylation des 

différents co-activateurs est impliquée dans la dissociation du complexe transcriptionnel.  

L’activité transcriptionnelle des ER cytosplasmiques peut, elle aussi, être modifiée suite 

à l’activation des voies kinasiques. Les phosphorylations d’ERα modifient son affinité 

pour le ligand, sa dimérisation, sa localisation nucléaire, sa capacité de liaison à l’ADN 

et aux co-activateurs ainsi que sa stabilité (Le Romancer et al., 2011; Marsaud et al., 2003; 

Migliaccio et al., 1989).  

Lors de ce travail de thèse, nos travaux ont focalisé sur l’étude de la phosphorylation des 

sérines 104/106, 118 et 167 présentes sur le domaine AF-1 d’ERα66 (Figure 17). Ces 

dernières, peuvent être phosphorylées de façon indépendante du ligand et permettre la 

transcription des gènes cibles. La présence du domaine AF-1 peut expliquer ainsi la 

différence d’activité transcriptionnelle observée entre le ERα66 et les récepteurs ERα36, 

ERα46 et ERβ où ce domaine est délété (Delaunay et al., 2000; Métivier et al., 2001).  

 

 

 

 Les sérines 104/106 sont phosphorylées à la suite de l’activation des protéines 

kinases MAPK (Thomas et al., 2008), GSK3 (glycogen synthase kinase 3) 

(Medunjanin et al., 2005) et CDK2 (cyclin-dependent kinase 2) (Trowbridge 

et al., 1997) (Figure 18).   

Figure 17: Localisation des sites de phosphorylation d’ERα66 étudiés lors de ce travail 

(Adapté de Le Romancer et al. 2011) 
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 La sérine 118 est phosphorylée de façon indépendante du ligand par la kinase 

ERK1/2 (Extracellular signal-regulated kinases 1/2) (Bunone et al., 1996; 

Kato et al., 1995). Ce résidu sérine peut également être phosphorylé par le 

facteur de transcription TFIIH (transcription factor II H) qui contient la kinase 

CDK7 dont l’activité est dépendante du ligand et du domaine AF-2 (Chen et 

al., 2000). La kinase IKKα (IκB kinase α) activée de façon ligand dépendante 

est indispensable à la phosphorylation de cette sérine (Park et al., 2005). 

L’activation de la sérine 118 modifie l’activité transcriptionnelle d’ERα en 

augmentant sa sensibilité à l’œstradiol, en modifiant sa dimérisation et en 

favorisant le recrutement de co-activateurs SRC3 (Le Romancer et al., 2011; 

de Leeuw et al., 2011).  

 La sérine 167 est phosphorylée en réponse à l’œstradiol par la caséine kinase 

II (CK2) (Arnold et al., 1994) et de indépendamment du ligand par plusieurs 

kinases dont Akt (Campbell et al., 2001) et p90RSK (p90 Ribosomal S6 

Kinase) (Joel et al., 1998) (Figure 18). Cette phosphorylation induit la liaison 

d’ERα à l’ADN et entraîne le recrutement de SRC3 après la reconnaissance 

de l’œstradiol par ERα (de Leeuw et al., 2011).  

Les ER peuvent être phosphorylés en dehors du domaine AF-1 et réguler leur activité 

transcriptionnelle (Figure 18). La phosphorylation de la sérine 305 favorise le recrutement 

du co-activateur transcriptionnel SRC1 (Michalides et al., 2004; Wang et al., 2002; Zwart 

et al., 2007) et la phosphorylation de la tyrosine 537 module l’affinité des ER pour l’ADN 

(Arnold et al., 1995).  

 

 

 

 

 

  Figure 18 : Sites de modifications post-traductionnelles présents sur ERα  

(Le Romancer et al. 2011) 
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b) Autres modifications post-traductionnelles  

L’activité transcriptionnelle d’ERα est également modulée à travers des modifications 

post-traductionnelles tels que des sumoylations induites par SUMO-1 (small ubiquitin-

like modifier-1), des méthylations via PRMT1 (Protein Arginine Methyltransferase 1), 

des acétylations impliquant l’activité histone acétyl-transférase des protéines p300/CBP 

(p300/CREB-binding protein) ainsi que par son ubiquitinylation (Le Romancer et al., 

2011).  

L’ubiquitinylation des ER induit leur dégradation par le protéasome (Nawaz et al., 1999). 

La demi-vie d’ER augmente lors de la fixation du ligand (Eckert et al., 1984), celle-ci 

pouvant être expliquée par la diminution de l’accessibilité au site d’ubiquitinylation suite 

à la liaison du ligand et par l’augmentation de la phosphorylation de la sérine 118 qui 

réduit le recyclage des ER (Grisouard et al., 2007). Le recyclage des ER et de ses co-

facteurs semble contribuer à son activité transcriptionnelle (Lonard et al., 2000). 

Il apparaît également que la palmitoylation du résidu cystéine 447 permet la localisation 

membranaire des ER (Acconcia et al., 2005).  

Les différents co-activateurs transcriptionnels recrutés par les ER suite à leur liaison avec 

le ligand peuvent être ubiquitinylés et acétylés. Cette acétylation induit la libération de 

ces co-activateurs et la dissociation du complexe transcriptionnel aboutissant à l’arrêt de 

la transcription.  

 Répression de l’activité transcriptionnelle 

En absence de ligand, les ER sont associés aux co-répresseurs SMRT (silencing mediator 

for retinoïd and thyroïd hormone receptors), NCOR (nuclear receptor corepressor) et 

RTA (repressor of tamoxifen transcriptional activity) (Hall and McDonnell, 2005).  

 SMRT et NCOR interagissent avec le domaine AF-2 d’ERα via un motif 

CoRNR (CoRepressor Nuclear Receptor) dont la séquence consensus est 

LxxxIxxxL et recrutent des HDAC (histone deacetylase) impliqués dans la 

condensation de la chromatine.  

 RTA se lie au domaine AF-1 et inhibe l’activité transcriptionnelle des ER en 

empêchant notamment le recrutement de co-activateurs. 
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 Mise en place de la machinerie transcriptionnelle  

a) Au niveau du domaine AF-2 

En présence de leur ligand les ER se lient aux co-activateurs de la famille SRC : SRC1, 

SRC2 (appelé GRIP1, TIF-2, NCoA-2) et SRC3 (pCIP (p300/CBP-interacting protein), 

ACTR, AIB1, RAC3, NCoA-3 et TRAM1)) (Johnson and O’Malley, 2012; Walsh et al., 

2012).  

Les co-activateurs SRC présents dans le noyau (via une séquence NLS) (Li et al., 2007) 

interagissent avec le domaine AF-2 des ER par la présence d’une boite NR (nuclear 

receptor) composée de trois motifs LXXLL dans leur domaine central (Chang et al., 

1999).  

Toutefois, les ER peuvent aussi s’associer au co-répresseur RIP140 (receptor interacting 

protein of 140 kDa) qui interagit également via un motif LXXLL avec le domaine AF-2 

des ER. Ce co-répresseur peut donc, par un phénomène de compétition, empêcher la 

fixation des co-activateurs SRC (Hall and McDonnell, 2005) et empêcher ainsi la 

formation du complexe transcriptionnel induite par les SRC (Cavailles et al., 1995).  

SRC1 et 3 portent une activité histone acétyl-transférase intrinsèque. Celle-ci permet la 

réorganisation de la chromatine et facilite ainsi l’accès de différents co-activateurs (Chen 

et al., 1997; Spencer et al., 1997). Ces derniers sont recrutés via ses différents domaines : 

 Le domaine bHLH/Pas (basic-helix-loop-helix/Per Ah receptor nuclear 

translocation/Sim) très conservé recrute des facteurs de transcription, d’autres 

co-activateurs et le complexe de remodelage de la chromatine (SWI/SNF, 

switch/Sucrose non-fermentable) dont l’activité est dépendante de l’ATP 

(Johnson and O’Malley, 2012; Reisman et al., 2009). 

 Le domaine AD1 (activation domain) recrute des protéines possédant une 

activité acétyltransférase telles que p300, CBP (CREB binding protein) et 

pCAF (p300 CBP associated factor) (Chen et al., 1997; Walsh et al., 2012). 

 Le domaine AD2 recrute les protéines à activité méthyltransférase : PRMT1 

et CARM1 (Coactivator Associated Arginine Methyltransferase 1) (Johnson 

and O’Malley, 2012; Walsh et al., 2012). 
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Le complexe CBP/p300 recruté par AD1 peut ainsi acétyler le co-répresseur RIP140 lié 

aux ER et induire sa libération.  

Le recrutement de toutes ces protéines (Figure 19) s’effectue suivant une chronologie 

précise permettant in fine le recrutement de l’ARN polymérase II et l’activation 

transcriptionnelle des gènes oestrogéno-régulés (Hall and McDonnell, 2005; Métivier et 

al., 2002; Shang et al., 2000; Xu and Li, 2003). 

 

 

 

 

 

 

b) Au niveau du domaine AF-1 

Le domaine AF-1 peut permettre la mise en place de la machinerie transcriptionnelle suite 

à la phosphorylation de la sérine 118 permettant ainsi le recrutement du co-activateur 

SRA (steroid receptor RNA activator) (Deblois and Giguère, 2003). La contribution de 

l’hélicase à ARN p68 doit être éclaircie (Endoh et al., 1999). 

c) Effet synergique AF1/AF2 

Les domaines AF-1 et AF-2 peuvent agir de façon synergique en coopérant lors de la 

transactivation de récepteur α amplifiant ainsi l’activité transcriptionnelle des ER 

(Métivier et al., 2001, 2002). 

Les co-activateurs p300/CREB, SRC1, SRC2 recrutés par le domaine AF-2 des 

récepteurs aux œstrogènes suite à la liaison du ligand peuvent également interagir avec le 

domaine A/B et permettre l’activation du domaine AF-1 (Benecke et al., 2000; Kobayashi 

et al., 2000; Onate et al., 1998) 

  

ERE 

ER ER 

E2 E2 

Figure 19 : Assemblage du complexe transcriptionnel recruté via ERα 

Suite à la liaison de l’E2 à ERα l’hélice 12 s’est déplacée permettant le recrutement de coactivateurs de la famille 

p160 SRC qui permettent la mise en place de la machinerie transcriptionnelle (Johnson et O’Malley 2012). 
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 Implication des œstrogènes dans la carcinogenèse mammaire  

II.1 La carcinogenèse mammaire 

La carcinogenèse est un processus pathologique complexe constitué par plusieurs étapes 

successives : l’initiation, la promotion et la progression (Figure 20).  

 

 

 

 

 

Au cours de ces différentes étapes, la cellule saine dite normale acquiert progressivement 

de nouvelles propriétés la conduisant à devenir une cellule cancéreuse. Ces étapes 

permettent ainsi la formation d’une masse tumorale puis de métastases. Dans les années 

2000, il a été mis en évidence six marqueurs du cancer (Hanahan and Weinberg, 2000).  

 Autosuffisance vis-à-vis des signaux prolifératifs 

 Capacité réplicative illimitée 

 Échappement à l’apoptose  

 Insensibilité vis-à-vis des inhibiteurs de la croissance cellulaire 

 Capacité des cellules à envahir et à métastaser 

 Potentiel angiogénique 

A ceux-ci sont venus s’ajouter 4 autres marqueurs (Hanahan and Weinberg, 2011). 

 Dérégulation du métabolisme énergétique  

 Instabilité et mutations du génome 

 Échappement à la réaction immunitaire 

 Inflammation pro-tumorale 

Figure 20 : Les étapes de la carcinogenèse  

(adaptée de Siddiqui et al., 2015) 
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Dans leurs travaux, Hanahan et Weinberg ont aussi souligné la contribution du 

microenvironnement tumoral (matrice extracellulaire et cellules stromales) dans la 

progression tumorale et dans l’acquisition de toutes ces caractéristiques. 

 Effets mutagènes des œstrogènes 

En 2002, les œstrogènes ont été classés comme des hormones carcinogènes par l'Institut 

national de sciences de la santé environnementale aux USA (National Institute of 

Environmental Health Services, 2002). Ils constituent un facteur de risque déterminant 

dans la carcinogenèse mammaire, ainsi que dans le développement des cancers du rein, 

du foie ou de l’utérus en induisant des altérations de l’ADN (Klinge, 2015; Russo and 

Russo, 2006; Yager and Davidson, 2006).  

 Formation de semi-quinones (espèces réactives de l’oxygène)  

 Formation d’adduits (liaison covalente entre l’ADN et les protéines) 

 Dépurination des bases puriques de l’ADN 

 Induction d’aneuploïdie 

Cependant, les effets mutagènes des œstrogènes induits par l’augmentation de leur 

concentration plasmatique peuvent être réduits. La signalisation œstrogénique via ses 

effets transcriptionnels augmente l’expression génique de suppresseurs de tumeur (p53 et 

BRCA1/2) qui préservent la stabilité du génome en réparant les altérations de l’ADN et 

en inhibant la prolifération des cellules lésées (Hilakivi-Clarke, 2000).  
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II.2 Implication d’ERα dans la carcinogenèse mammaire 

La signalisation œstrogénique, via ses effets transcriptionnels, dérégule l’homéostasie des 

cellules lésées. Ces cellules possédant seulement un potentiel cancérigène peuvent sous 

l’action des œstrogènes former des lésions cancéreuses et acquérir de nouvelles propriétés 

(Hanahan and Weinberg, 2011).  

L’activation œstrogèno-dépendante d’ERα régule l’expression de gènes codant pour des 

facteurs de transcription, des facteurs de croissance, des cytokines, des hormones et des 

molécules intervenant dans la signalisation cellulaire, le cycle cellulaire, l’apoptose 

(Baumgarten and Frasor, 2012; Frasor et al., 2003). L’expression de ces gènes favorise 

ainsi la progression tumorale et la TEM en ayant un effet direct sur la cellule ou indirect 

via les acteurs du microenvironnement cellulaire (Baumgarten and Frasor, 2012; Bouris 

et al., 2015; Frasor et al., 2003; Guttilla et al., 2012).  

ERα inhibe à la fois l’expression de Snail en permettant l’expression de MTA3 

(Metastasis-associated protein 3) (Fujita et al., 2003) et celle de Slug (Ye et al., 2008). 

Ces facteurs de transcription répriment l’expression du gène suppresseur de tumeur 

CDH1 codant pour la E-cadhérine favorisant ainsi la TEM (Batlle et al., 2000; Bolós et 

al., 2003; Ye et al., 2010).  

Les œstrogènes, via ERα, induisent l’expression du facteur de transcription GATA3 qui 

régule lui aussi l’expression d’ERα (Eeckhoute et al., 2007). GATA3 induit la 

transcription des gènes oestrogéno-régulés en favorisant la liaison d’ERα à 

l’ADN (Klinge, 2015). Ce facteur de transcription est également impliqué dans la 

différenciation des MaSC en cellules luminales (canalaires et lobulaires). Sa réexpression 

dans les cellules mésenchymateuses ayant perdu leur capacité d’adhésion et leur polarité 

suite à TEM permet la réapparition d’un phénotype épithélial (Asselin-Labat et al., 2007; 

Kouros-Mehr et al., 2006).  
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Le récepteur ERα augmente l’expression des régulateurs du cycle cellulaire tels que 

PCNA (proliferating cell nuclear antigen), Ki-67, cycline D1, cdc20 (cell-division cycle 

protein 20), cdc2 et c-myc ou de facteurs de croissance permettant aux cellules tumorales 

d’être indépendantes vis-à-vis des facteurs prolifératifs. ERα inhibe également 

l’expression de régulateurs négatifs du cycle tels que p21 et p53 (Frasor et al., 2003). 

Toutes ces modifications d’expression se traduisent au niveau du cycle cellulaire par une 

sortie des cellules de la phase de quiescence G0 et un raccourcissement de la durée de la 

phase G1. 

L’activation oestrogéno-dépendante d’ERα induit une résistance à l’apoptose en 

permettant l’expression de molécules anti-apoptotiques comme Bcl-2 (B-cell 

lymphoma-2), BIRC5 (baculoviral inhibitor of apoptosis protein repeat-containing 5) qui 

code pour la survivine. Ces dernières permettent aux cellules de résister à la 

chimiothérapie par exemple (Frasor et al., 2003; Teixeira et al., 1995). 

D’une façon générale, le récepteur ERα favorise la formation de métastases. En présence 

d’œstrogène, la E-cadhérine est réprimée, les éléments du cytosquelette se réorganisent, 

l’expression et l’activité des métalloprotéases augmentent (Kousidou et al., 2004; 

Oesterreich et al., 2003). Les cellules cancéreuses présentes dans la tumeur primaire 

peuvent migrer et envahir le compartiment stromal. Dans ce dernier, les cellules 

rejoignent la circulation sanguine et ainsi colonisent d’autres tissus permettant la 

formation de tumeurs secondaires. ERα induit la vascularisation de la tumeur en 

permettant l’expression du facteur pro-angiogénique VEGF (vascular endothelial growth 

factor) qui induit l’angiogenèse des cellules endothéliales (Applanat et al., 2008; Kazi 

and Koos, 2007).  
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II.3 Dérégulation des acteurs de la signalisation œstrogénique dans le cancer du 

sein 

Lors du diagnostic moléculaire de la tumeur, l’expression d’ER66 est recherchée 

puisqu’il constitue un indicateur pronostic important et oriente les choix thérapeutiques. 

Les cancers exprimant ce récepteur sont les seuls à répondre à la thérapie anti-hormonale 

qui cible la signalisation œstrogénique. Cette thérapie dite endocrine a pour but de réduire 

les effets mitogéniques des œstrogènes (Chow et al., 2004). 

ERα est peu exprimé dans le tissu mammaire (10 à 20 % d’expression) mais l’est 

fortement dans le tissu cancéreux. Environ 70 % des tumeurs mammaires expriment le 

récepteur ERα66 montrant ainsi l’importance de la signalisation œstrogénique dans le 

développement tumoral (DeSantis et al., 2011). Dans la lignée cellulaire mammaire saine 

MCF10A (Michigan Cancer Foundation-10A), ERα n’est pas exprimé, mais l’est 

fortement dans la lignée de carcinome mammaire MCF7. À contrario, le récepteur ERβ 

est fortement exprimé dans le tissu mammaire sain et faiblement dans le tissu cancéreux.  

Les HDAC1, 2 et 3 (histone deacetylases) sont dérégulés dans les carcinomes mammaires 

ainsi il apparaît que la surexpression des HDAC2 et 3 est associée à des cancers agressifs 

(Müller et al., 2013). HDAC1 inhibe l’expression d’ESR1 et permet la formation de 

cancers ER négatifs (Kawai et al., 2003). 

L’expression des co-activateurs de la famille p160SRC, SRC1 et SRC3 est corrélée 

positivement avec le développement de la tumorigenèse mammaire (Johnson and 

O’Malley, 2012). SRC1 est augmenté dans 19-29 % des tumeurs mammaires (Xu et al., 

2009) tandis que SRC3 est retrouvé amplifié dans 5 à 10 % des cancers mammaires et 

64 % des tumeurs primaires de l’ovaire (Anzick et al., 1997; Bautista et al., 1998).  

Chez les patientes présentant un cancer du sein, les enzymes impliquées positivement 

dans le métabolisme des œstrogènes (détoxification) comme la 

catéchol-O-méthyltransférase ou la glutathione-S-transferase P1-1 apparaissent avoir une 

activité diminuée (Yager and Davidson, 2006).  
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II.4 Traitement du cancer et hormonothérapie  

Dans les cancers hormono-dépendants de profil ER+/PR+, la thérapie anti-hormonale 

(anti-aromatase, SERM (Selective estrogen receptor modulators), SERD (selective 

estrogen receptor downregulators)) peut être utilisée pour stopper la croissance des 

cellules cancéreuses.  

Les inhibiteurs de l’aromatase (letrozole, l’anastrozole ou l’exemestane) sont ainsi 

utilisés en première intention chez la femme ménopausée et peuvent être associés à 

d’autres molécules comme les SERM. 

Le tamoxifène est un SERM couramment utilisé comme adjuvant dans le cancer du sein 

ER+ afin d’éviter les rechutes à la suite de la chimiothérapie, de la radiothérapie ou de la 

chirurgie (exérèse de la tumeur, curage ganglionnaire). Il possède une action antagoniste 

sur la signalisation œstrogénique en modifiant l’orientation de l’hélice 12 qui est 

impliquée dans la liaison des co-activateurs (Brzozowski et al., 1997; Pike et al., 2001; 

Shiau et al., 1998). La liaison du tamoxifène au LBD empêche ainsi le recrutement de 

co-activateurs et favorise le recrutement de co-répresseurs (Shang et al., 2000; Shiau et 

al., 1998). Le tamoxifène bloque ainsi la croissance œstrogéno-dépendante des cellules 

de carcinome mammaire (Chow et al., 2004). 

Il apparaît cependant que le tamoxifène peut avoir des effets agonistes dans certains tissus 

comme l’endomètre et le tissu osseux (Jordan et al., 2001; Love et al., 1992; Shang, 2006). 

Ces effets agonistes peuvent être expliqués par la surexpression des co-activateurs SRC 

(Johnson and O’Malley, 2012). Le tamoxifène est utilisé comme traitement substitutif 

lors de la ménopause à effets positifs sur l’ostéoporose, mais augmente l’incidence des 

cancers de l’endomètre (Shang, 2006). Le tamoxifène inhibe la voie PKC (O’Brian et al., 

1985) mais active la voie MAPK et la signalisation liée à l’IGF permettant ainsi 

l’augmentation des phosphorylations activatrices des ER et l’activation du domaine AF-1 

(Marsaud et al., 2003; Shang, 2006). Il induit également le recrutement de co-activateurs 

tels que p300 et des co-activateurs de la famille p160 favorisant ainsi l’activité 

transcriptionnelle d’ERα (Berry et al., 1990; Shou et al., 2004)  



Introduction chapitre 2 : La signalisation œstrogénique  

60 

Il a été montré que le niveau de phosphorylation de certains résidus sérine était associé à 

une résistance au tamoxifène (de Leeuw et al., 2011). La phosphorylation des sérines 167 

et/ou 305 constitue un marqueur de résistance au tamoxifène (Holm et al., 2009; de Leeuw 

et al., 2011; Pancholi et al., 2004). Par exemple, la phosphorylation de la sérine 305 

permet le recrutement du co-activateur transcriptionnel SRC1 et de l’ARN polymérase II 

(Michalides et al., 2004; Zwart et al., 2007).  

Il existe également des molécules décrites comme des antagonistes purs des ER appelées 

SERD, l’ICI 182,780 (ICI) est l’une d’entre elles (Osborne et al., 2004). La liaison de l’ICI 

aux ER empêche leur dimérisation, bloque la navette nucléo-cytoplasmique empêchant 

leur translocation nucléaire, et rend les domaines AF-1 et AF-2 inactivables (Dauvois et 

al., 1993; Fawell et al., 1990). Les ER peuvent être ubiquitinylés puis dégradés par le 

protéasome, cette dégradation nécessite la présence des cytokératines 8 et 18 (Long and 

Nephew, 2006). L’ICI est décrit comme exerçant un effet inhibiteur total en inhibant 

complètement l’activité transcriptionnelle des ER. En 2006, une étude lui a prêté une 

activité agoniste dans les neurones en permettant l’activation des voies kinasiques 

(ERK1/2, Akt) (Zhao et al., 2006)
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Chapitre 3 : Le syndécane-1  
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 Généralités 

Les syndécanes appartiennent à la grande famille des protéoglycanes à héparanes sulfates 

(HSPG). Contrairement aux glypicanes, une autre famille de HSPG, ils ne sont pas 

exprimés à la surface des cellules, mais traversent la membrane plasmique (Figure 21) 

(Bernfield et al., 1999).  

Ces protéoglycanes transmembranaires possèdent un axe protéique (appelé core 

protéique) auquel se lient des chaines de glycosaminoglycanes (GAG). Sous certaines 

conditions, l’ectodomaine du SDC-1 peut être clivé et être libéré dans la matrice 

extracellulaire (Figure 21) (Rapraeger et al., 1985).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Ces protéoglycanes transmembranaires furent identifiés pour la première fois en 1983 

dans une lignée de cellules mammaires murines (NMUMG) (Rapraeger and Bernfield, 

1983). À ce jour, 4 membres de la famille des syndécanes ont été identifiés et clonés. 

Leur numérotation s’est effectuée dans l’ordre de leur découverte. Le clonage du SDC-1 

s’effectua en 1989 (Mali et al., 1990; Saunders et al., 1989) et il s’ensuivit de celui du 

SDC-2 (fibroglycane) (Marynen et al., 1989), du SDC-3 (N-syndécane) (Carey et al., 

1992; Gould et al., 1992) et du SDC-4 (amphiglycane, ryudocane) (David et al., 1992; 

Kojima et al., 1992).  

Figure 21 : Représentation schématique des HSPG à la membrane plasmique. 

Le glypicane est lié à la membrane par un groupement GPI (glycosyl phosphatidyl inositol) alors que le syndécane 

traverse par son domaine protéique hydrophobe la membrane plasmique de part et d’autre. L’ectodomaine du SDC 

peut être clivé et libéré dans le microenvironnement cellulaire. 

Matrice extra cellulaire 

Glypicane 

Membrane plasmique 

Syndécane 

Membranaire Clivé 
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Le syndécane-1 possède une spécificité d’expression cellulaire et tissulaire comme cela a 

été mis en évidence chez la souris (Kim et al., 1994). Le syndécane-4, au contraire, est 

décrit comme un protéoglycane ubiquitaire localisé essentiellement au niveau des 

contacts focaux (David et al., 1992; Gopal et al., 2017).  

Le syndécane-1 est fortement exprimé au niveau des jonctions intercellulaires des 

épithéliums squameux et de transition (Hayashi et al., 1987). Il apparaît plus 

généralement localisé au niveau de la surface baso-latérale des épithéliums (Figure 22A) 

(Bernfield et al., 1999; Rapraeger et al., 1986). Ce protéoglycane est également un 

marqueur des plasmocytes matures (Figure 22B) et des lymphocytes pré-B (Kim et al., 

1994; O’Connell et al., 2004; Wijdenes et al., 1996). De façon constitutive, il apparaît 

être peu exprimé dans les fibroblastes et les cellules endothéliales. Au contraire du SDC-3 

qui est fortement exprimé dans le tissu neural, le SDC-1 est peu ou pas exprimé dans ce 

tissu (Bernfield et al., 1999). 

 

 

 

 

 Expression du SDC-1 

II.1 Le gène  

Chez les invertébrés, l’axe protéique du syndécane-1 est codé par un gène unique 

commun à tous les syndécanes. Lors du processus évolutif, ce gène pouvant être qualifié 

de gène ancestral a été dupliqué, puis a évolué permettant la formation d’un gène unique, 

codant spécifiquement pour l’axe protéique du SDC-1 chez les mammifères (Bernfield et 

al., 1999; Couchman, 2010). Au sein de la famille des syndécanes, il a été montré 

l’existence de 2 sous-catégories dont l’une regroupe le SDC-1 et le SDC-3. Ces deux 

protéoglycanes présentent une forte homologie de séquence (Bernfield et al., 1999; 

Couchman, 2010). Cette dichotomie dans la grande famille des syndécanes serait due à 

une seconde duplication au cours de l’évolution (Chakravarti and Adams, 2006). 

Figure 22 : Mise en évidence de l’expression du SDC-1 

Le SDC-1 est exprimé dans le tissu mammaire sain (A ; A’ ; marquage brun) ainsi que les cellules plasmocytaires 

(B ; marquage bleu).  

B A A’ 
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Le gène codant pour l’axe protéique du syndécane-1 (ou CD138) fut cloné chez la souris 

(Saunders et al., 1989) puis chez l’Homme (Mali et al., 1990). Chez l’Homme, ce gène 

est localisé sur le bras court du chromosome 2 (2p24.1), possède une longueur de 19,5 kb 

et comprend 5 exons (Hinkes et al., 1993).  

Les exons 1 à 4 codent pour l’ectodomaine, alors que l’exon 5 code quant à lui, la partie 

transmembranaire et cytoplasmique du SDC-1. L’extrémité 5’UTR (5’ untranslated 

transcribed region) et le peptide signal sont codés par l’exon 1. Les sites d’attachements 

des GAG sont codés par l’exon 2, alors que les sites de clivage protéolytique situés à 

proximité du domaine transmembranaire sont codés par l’exon 4 (Hinkes et al., 1993).  

Ce gène est sous le contrôle d’un promoteur proximal en amont de l’exon 1. Celui-ci 

contient différentes séquences consensus, permettant notamment la liaison de facteurs de 

transcription, et l’assemblage de la machinerie transcriptionnelle (Hinkes et al., 1993; 

Cook et al., 1996; Sun et al., 2008; Jaakkola et al., 1997; Kim et al., 2008) : 

  Une boite TATA, une boite CAAT et une boite E qui lie le facteur 

myogénique MyoD 

 Un élément de réponse à PPARγ (peroxisome proliferator-activated 

receptor γ) appelé PPRE (PPAR response element), un élément de réponse 

aux facteurs NF-κB, un élément de réponse au FGF (fibroblast growth factor) 

appelé FiRE (FGF-inductible response element), un élément de réponse à 

l’AMPc appelé CRE (cAMP responsive element) ainsi qu’un élément de 

réponse à Antennapedia  

 Des régions riches en GC liant WT1 (Wilm’s tumor), SP1 et AP2 

Une analyse in silico de la région promotrice humaine fait apparaître d’autres sites 

potentiels de liaison pour des facteurs de transcription (FOXO, Elk-1, GATA-1 c-Myc ou 

c-Fos) (www.sabiosciences.com). 

Ce gène possède également plusieurs sites d’initiation de la transcription à l’origine de 2 

variants. Le variant 1 d’une longueur de 3309 paires de bases (NM_001006946) et le 

variant 2 de 3217 pb (NM_002997) diffèrent par leur extrémité 5’ non traduite.  

  

http://www.sabiosciences.com/
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II.2 Expression du SDC-1 au cours de l’embryogenèse 

Le niveau d’expression du SDC-1 n’est pas constant, il varie au cours du développement 

embryonnaire (Bernfield and Sanderson, 1990; Kim et al., 1994; Sutherland et al., 1991). 

Le SDC-1 est exprimé lors de la formation du blastocyste (dès le stade 4 cellules), lors de 

la gastrulation où il est présent à la surface de l’endoderme et de l’ectoderme (Sutherland 

et al., 1991; Teel and Yost, 1996). Il apparaît également exprimé lors de la morphogenèse 

par les cellules mésenchymateuses embryonnaires à l’origine des dents (Thesleff et al., 

1988), du rein (Vainio et al., 1989) ou des membres (Solursh et al., 1990; Trautman et al., 

1991). L’expression du SDC-1 est inhibée lors de la myogenèse indépendamment du 

facteur de transcription myogénine, lequel induit via sa liaison à la boite E l’expression 

du SDC-1 (Larraı́n et al., 1997).  

Les études de souches mutantes et la génération de souris KO (knock-out) pour le gène 

SDC-1 ont montré que celles-ci étaient viables et présentaient un développement normal 

(aucun problème de fertilité et aucune pathologie majeure) (Alexander et al., 2000; Götte 

et al., 2002; Pal-Ghosh et al., 2008; Stepp, 2002). Il a été référencé quelques conséquences 

induites par la modulation du niveau de SDC-1 : augmentation de l’angiogenèse et de la 

migration, résistance aux carcinogènes, diminution de l’infection bactérienne, 

augmentation de la réponse immune s’accompagnant d’une augmentation de 

l’inflammation, de la lutte contre les infections bactériennes et un défaut de cicatrisation 

(Sarrazin et al., 2011).  

En effet, il apparaît que l’expression du SDC-1 est augmentée au cours de la cicatrisation 

de la peau et de la cornée, et cela dès le lendemain de la blessure (Elenius et al., 1991; 

Ojeh et al., 2008; Stepp, 2002). Son expression est également liée au développement de 

la tumorigenèse mammaire (Alexander et al., 2000; McDermott et al., 2007).  

II.3 Régulation transcriptionnelle du SDC-1 

L’expression du SDC-1 apparaît modulée au cours du cycle menstruel chez la femme à 

la fois dans le sein (Hallberg et al., 2010) et dans l’endomètre (Germeyer et al., 2007; Lai 

et al., 2007). Il semble ainsi qu’elle soit dépendante de l’état hormonal bien qu’une étude 

in vitro utilisant des kératinocytes issus du tissu ectocervical/vaginal ne montre pas de 

variation de l’expression du SDC-1 en présence d’œstradiol ou de progestérone (Inki, 

1997).  
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Une étude in vitro montre que les facteurs de transcription de la famille Sp1 peuvent, à 

eux seuls, initier la transcription du SDC-1 et induire l’activité de son promoteur en 

condition basale dans les cellules épithéliales murines où le SDC-1 est fortement 

exprimé (Vihinen et al., 1996).  

Le niveau de SDC-1 apparaît également modifié lors de la réponse immunitaire et de 

l’inflammation ou dans de nombreuses pathologies comme l’obésité et le cancer (Akl et 

al., 2015; Teng et al., 2012; Theocharis et al., 2015) 

Il a été montré que le peptide PR-39 (proline-rich antimicrobial peptide) libéré dans 

l’exsudat inflammatoire lors de la phase initiale de la cicatrisation induit son 

augmentation (Gallo et al., 1994). Le niveau élevé de SDC-1 est retrouvé tout au long de 

la cicatrisation, mais celui-ci apparaît particulièrement augmenté lors de la phase de 

comblement de la blessure impliquant notamment les kératinocytes (Elenius et al., 1991). 

L’activation de l’élément de réponse FiRE induite par le b-FGF (basic fibroblast growth 

factor ou FGF-2) dans les fibroblastes et par l’EGF (de façon indépendante du FGF-2) 

dans les kératinocytes induit l’expression du SDC-1 (Jaakkola et al., 1997, 1998)  

II.4 Régulation post-transcriptionnelle du SDC-1 

Les transcrits codant pour le SDC-1 subissent plusieurs modifications 

post-transcriptionnelles influençant directement l’expression protéique du SDC-1. Dans 

les kératinocytes (Sanderson et al., 1992), les cellules mésenchymateuses embryonnaires 

(Vainio et al., 1989) ainsi que dans les macrophages (Yeaman and Rapraeger, 1993), il a 

été montré que le messager codant pour le SDC-1 s’accumule, mais n’est pas traduit. 

Dans ces cellules, le découplage entre l’expression du messager et celle de la protéine est 

dû à la formation de structures secondaires dans la région 5’UTR du transcrit, en raison 

de sa forte teneur en GC (70 %), empêchant ainsi sa traduction (Saunders et al., 1989).  

Dans les macrophages, l’induction d’AMPc active la PKA qui restaure la traduction du 

transcrit en supprimant ses modifications post-transcriptionnelles (Yeaman and 

Rapraeger, 1993). 

Il a également été montré, que la région 3’UTR du messager codant pour le SDC-1 est 

impliquée dans la réduction de la stabilité du transcrit indépendamment de sa 

polyadénylation (Nakanishi et al., 1999).  
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Des études récentes ont mis en évidence l’importance de petits ARN non codants, les 

miRNA (micro-ARN) dans la régulation post-transcriptionnelle de l’expression du 

SDC-1. Les miRNA (10b, 143, 145, 302a) ciblent le transcrit codant pour le SDC-1 au 

niveau de sa région 3’UTR et induisent sa dégradation (Fujii et al., 2015; Guo et al., 2015; 

Ibrahim et al., 2014). La dérégulation de l’expression du SDC-1 est observée dans de 

nombreuses pathologies comme le cancer et peut être en partie associée à la dérégulation 

de ces mi-RNA (Ibrahim et al., 2014). 

 miR-10b dans le cancer du sein (Hannafon et al., 2011; Ibrahim et al., 2012)  

 miR-143 dans le mélanome (Li et al., 2014), le cancer colorectal (Michael et 

al., 2003), le cancer de la vessie (Song et al., 2010), du poumon non à petites 

cellules (Gao et al., 2010) 

 miR-145 dans le carcinome urothélial (Fujii et al., 2015) et le cancer du sein 

(Hannafon et al., 2011) 

 miR-302a dans le cancer de l’ovaire (Guo et al., 2015) 

Une analyse in silico a montré que le messager du syndécane-1 était une cible potentielle 

pour d’autres miRNA : hsa-miR-520 (Homo sapiens-miR-520), hsa-miR-665, 

hsa-miR-372, hsa-miR-298, hsa-miR-520d-3p, hsa-miR-302b, hsa-miR-561, 

hsa-miR-373, hsa-miR-10a, hsa-miR-659, hsa-miR-302c, hsa-miR-19b, 

hsa-miR-1207-5p, hsa-miR-19a.  
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 Le SDC-1 : un protéoglycane à héparane sulfate 

Les membres de la famille SDC présentent une organisation protéique similaire, mais 

peuvent lier des chaines de GAG de nature différente. Les syndécane-1 et -3 sont 

constitués de chaines d’héparane sulfate (HS) et de chrondroïtine sulfate (CS) alors que 

les syndécane-2 et -4 sont tous deux de plus petite taille et sont uniquement constitués par 

des chaines d’HS.  

III.1 La partie glucidique du SDC-1 

 Structure/assemblage  

Suite à la synthèse de l’axe protéique du SDC-1, les chaines de GAG peuvent s’y attacher 

et permettre la formation d’un protéoglycane. Pour ce faire, l’ectodomaine du SDC-1 est 

glycosylé au niveau de plusieurs résidus sérines dans le réticulum endoplasmique 

permettant ainsi l’ajout de 3 chaines d’HS et de 2 chaines de CS. 

L’assemblage des chaines de GAG commence toujours de la même façon, quelle que soit 

leur nature (dermatanes sulfates, chrondroïtines sulfates, héparanes sulfates). Un résidu 

xylosyl est transféré par une xylosyl-transférase (XYLT1 et 2) sur une sérine de 

l’ectodomaine (Figure 23). Pour les chaines d’HS, ce résidu sérine se trouve souvent à 

côté d’une glycine. À ce xylosyl, s’ajoutent 2 résidus galactosyls grâce à une galactosyl-

transférase (GalT-1 et -2). Finalement, l’addition de l’acide glucuronique (GlcUA) via 

une glucuronyl-transférase (GlcAT-1) permet la formation d’une amorce 

tétrasaccharidique liée au résidu sérine (Kreuger and Kjellén, 2012; Mikami and 

Kitagawa, 2013; Sarrazin et al., 2011). 

 

 

 

 

 

  Figure 23 : Structures des chaines d’héparane sulfate et de chondroïtine sulfate 

(Couchman 2010) 
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Une fois cette amorce greffée à l’ectodomaine du SDC-1, les chaines d’HS et de CS 

s’allongent par l’ajout successif de résidus glucidiques. Le choix de la synthèse d’une 

chaine de GAG (CS, HS) plutôt qu’une autre pourrait impliquer des modifications de 

l’amorce tétrasaccharidique (phosphorylation, sulfatation) (Ueno et al., 2001).  

 La chaine de chondroïtine sulfate est formée par l’assemblage de résidus 

N-acetylgalactosamine (GalNAC) et d’acide glucuronique à la suite de 

l’assemblage d’un premier résidu galactosamine sur l’amorce par une N-actetyl-

galactosamine transferase. 

 La chaine d’héparane sulfate est constituée par la répétition de résidus 

N-acetylglucosamine et d’acide glucuronique suite à l’ajout d’un premier résidu 

N-acétylglucosmaine par une EXTL (Exostosin-Like glycosyltransferase). 

L’acide iduronique est formé dans l’appareil de golgi après la déacétylation de 

l’acide glucuronique qui peut ensuite subir une épimérisation (Kreuger and 

Kjellén, 2012) 

Dans l’appareil de golgi, les chaines d’héparane sulfate ou de chrondroïtine sulfate 

peuvent être déacétylées, sulfatées ce qui modifient leurs fonctions. Dans les cellules de 

mésothélium, le SDC-1 augmente la sulfatation des chaines d’HS mais diminue la 

synthèse de celles-ci en modifiant l’expression de nombreuses enzymes (Heidari-

Hamedani et al., 2015).  

 Rôle des chaines d’HS liées au SDC-1 

Les chaines d’héparane sulfate sont des polysaccharides linéaires chargés négativement, 

présents au niveau de l’ectodomaine du SDC-1. 

À la membrane, le SDC-1 via ses chaines d’HS, peut lier de nombreux ligands tels que 

des cytokines (CC, CXC, IL-8), des morphogènes (Wnt, BMP2 (bone morphogenetic 

protein 2)), des facteurs de croissance (EGF, HGF (hepatocyte growth factor), FGF) et 

ainsi leur servir de corécepteur. Dans les cellules de carcinome mammaire, le SDC-1 

membranaire est un corécepteur au FGF-2 activant les voies MAPK (Nikolova et al., 

2009). Les chaines d’HS peuvent également lier des enzymes telles que des protéases 

(HPSE (héparanase), MMP (métalloprotéases)), et des agents pathogènes (bactéries, 

virus, parasites) (Bernfield et al., 1999; Stepp et al., 2015).   
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Le SDC-1 joue également le rôle d’un récepteur matriciel en liant par l’intermédiaire de 

ses chaines d’HS des fibres de collagènes (I, II, V) (Koda et al., 1985), ainsi que des 

glycoprotéines.  

 Laminine-332 : induit la déphosphorylation de la Tyr-309 du SDC-1 

permettant l’acquisition d’un phénotype migratoire via le recrutement de la 

synténine (Sulka et al., 2009).  

 Thrombospondine-1 : permet l’activation de la région V du SDC-1 laquelle 

est aussi impliquée dans la migration cellulaire (Adams et al., 2001; 

Chakravarti et al., 2005).  

 Intégrines αvβ3, αvβ5 : recrutées par le SDC-1 dans un état inactif. Ce 

complexe peut s’associer à IGF1R (insulin-like growth factor 1 receptor) et 

permettre l’activation de celles-ci en phosphorylant la taline. Suite à cette 

activation, les cellules MDA-MB-231 migrent sur un substrat constitué de 

vitronectine (Beauvais and Rapraeger, 2010).  

Les chaines d’HS sont impliquées dans la progression tumorale en régulant la croissance 

des tumeurs, l’angiogenèse, le processus métastatique ainsi que la réponse immune 

(Knelson et al., 2014; Liu et al., 2002; Sasisekharan et al., 2002). Les héparines sont des 

molécules disposant d’autorisations de mise sur le marché (AMM) en France pour le 

traitement des phlébites et font l’objet de nombreuses études en cancérologie. En effet, 

ces anticoagulants présentent des effets anti-tumoraux en empêchant la liaison des 

différents ligands aux chaines d’HS portées par le SDC-1 (Knelson et al., 2014).  

III.2 L’axe protéique : structure et fonction 

L’axe protéique du SDC-1 est composé de 310 acides aminés et est enchâssé dans la 

membrane plasmique. Il se compose de 3 domaines plus ou moins conservés entre les 

membres de la famille SDC : le domaine extracellulaire (appelé ectodomaine ou domaine 

N-ter), le domaine transmembranaire et le domaine intracellulaire (également appelé 

endodomaine, domaine cytoplasmique, ou C-ter) (Figure 24). Les domaines 

cytoplasmique et transmembranaire sont plus conservés au sein de la famille syndécane 

avec une forte homologie de séquence (Bernfield et al., 1999; Mali et al., 1990). 
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 L’ectodomaine  

Le domaine extracellulaire du syndécane-1 contient 5 séquences consensus (Glycine-

Sérine) qui sont fortement conservées chez les mammifères et O-glycosylées par des 

chaines de GAG (Kokenyesi and Bernfield, 1994; Sasisekharan et al., 2002). Il semblerait 

que trois chaines d’HS soient liées aux résidus sérines 37, 45 et 47 situés au niveau Nter 

de l’ectodomaine. Les résidus sérines en position 206 et 216 se situant à proximité du 

domaine transmembranaire sont quant à eux O-glycosylés par deux chaines de CS 

(Manon-Jensen et al., 2013). 

L’ectodomaine possède une courte séquence de cinq acides aminés hydrophobes 

(AVAAV) au niveau des acides aminés 222 à 226. Cette séquence impliquée dans 

l’inhibition de l'invasion des cellules tumorales est appelée domaine régulateur de 

l'invasion (IRD) (Langford et al., 2005). En effet, une mutation dans ce site modifie 

uniquement la capacité invasive de cellules tumorales, mais ne modifie pas les propriétés 

de liaison du SDC-1 au collagène, l’étalement cellulaire ainsi que l’adressage du SDC-1 

à la surface cellulaire (Langford et al., 2005; Stepp et al., 2015). 

Figure 24 : Structure du SDC-1  

Le SDC-1 est composé de 3 domaines : extracellulaire, transmembranaire et cytoplasmique. Ces domaines plus ou 

moins conservés au sein de la famille SDC ont tous un rôle spécifique dans la régulation des processus cellulaires 

tels que l’adhésion, l’angiogenèse ou la migration (Beauvais, 2004; Couchman, 2010; Manon-Jensen et al., 2013; 

Stepp et al., 2015) 
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L’ectodomaine du SDC-1 peut également via des séquences spécifiques être impliqué 

directement dans la régulation de la signalisation cellulaire. La synthèse de peptides 

inhibiteurs, appelés synstatine (SSTN), possédant la même séquence protéique que 

l’ectodomaine a permis ainsi de cartographier quelques fonctions portées par cet 

ectodomaine. 

 Ainsi la synthèse de la SSTN93-120 a montré l’implication de la séquence 

protéique de l’ectodomaine, allant du 93ème au 120ème acide aminé, dans la 

liaison activatrice de l’IGF1R. Ce récepteur à activité tyrosine kinase induit 

les voies MAPK impliquées dans l’activation des intégrines αvβ3 et αvβ5. Ce 

fragment de l’ectodomaine est ainsi impliqué dans l’adhésion, la migration 

cellulaire, ainsi que l’angiogenèse (Rapraeger, 2013).  

 La SSTN210-240 inhibe la liaison du SDC-1 au récepteur tyrosine kinase HER2 

et à l’intégrine α3β1. Le recrutement d’HER2 via l’ectodomaine est permis 

suite à l’interaction de la sous-unité β4 des intégrines avec la partie 

intracellulaire du SDC-1. HER2 peut être activé par autophosphorylation 

permettant ainsi l’activation de nombreuses kinases dont PKC et de 

l‘intégrine α6β4 qui induisent la migration des cellules (Wang et al., 2015).  

 Les SSTN214-236 et SSTN210-233 inhibent respectivement l’interaction de 

l’ectodomaine du SDC-1 avec le récepteur VEGFR2 (vascular endothelial 

growth factor receptor 2) et l’intégrine α4β1. À la suite du clivage 

protéolytique du SDC-1, il s’avère que les acides aminés 210 à 236 sont 

accessibles et sont reconnus par l’intégrine α4β1 et le VEGFR2. Ils 

permettent tous deux une activation des voies de signalisation liées à Rac et 

induisent, ainsi, une réorganisation du cytosquelette d’actine et la migration 

des cellules (Jung et al., 2016).  

Ce domaine peut être clivé par différentes protéases (plasmine, thrombine et MMP) au 

niveau de sites spécifiques majoritairement situés proche du domaine transmembranaire 

entre les acides aminés 227 à 251 (Manon-Jensen et al., 2013). La susceptibilité à la 

protéolyse, ou « shedding », semble dépendre de la longueur des chaines de GAG et donc 

de leur dégradation par des osidases telles que l’héparanase (Ramani et al., 2012) (voir 

paragraphe IV). 
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 Le domaine transmembranaire  

Le domaine transmembranaire des syndécanes, constitué de 25 acides aminés 

hydrophobes, permet l’ancrage de l’axe protéique au niveau de la membrane plasmique. 

Il est impliqué dans les interactions avec le cholestérol, l’un des composants essentiels 

des radeaux lipidiques, et permet ainsi sa localisation dans ces microdomaines 

membranaires (Barrett et al., 2012; Prakash et al., 2011). 

Ce domaine contient également deux motifs GXXXG permettant la dimérisation du 

SDC-1 (Dews and MacKenzie, 2007; McQuade and Rapraeger, 2003). Via la présence 

de ce motif, le SDC-1 présent dans les radeaux lipidiques peut s’associer directement avec 

lui-même ou avec d’autres protéines porteuses de ce motif tel que les SDC-2 et -3, les 

intégrines et le récepteur HER2 (Dews and MacKenzie, 2007; Stepp et al., 2015). 

Il a été mis en évidence dans les cellules lymphoïdes Raji, que la dimérisation du SDC-1 

est directement impliquée dans la capacité migratoire des cellules en permettant un 

réarrangement du cytosquelette (McQuade and Rapraeger, 2003). L’expression du 

domaine transmembranaire dans les cellules épithéliales pulmonaires est suffisante pour 

réduire les taux de migration cellulaire via des altérations du recyclage de la paxilline et 

de la kinase FAK (focal adhesion kinase) au niveau des adhésions focales (Altemeier et 

al., 2012).  

 Le domaine cytoplasmique 

Le domaine cytoplasmique composé de 33 acides aminés est dépourvu d’une activité 

enzymatique intrinsèque (Stepp et al., 2015). Cependant, la présence de 3 résidus 

tyrosines conservés entre les syndécanes et la présence de motifs protéiques permettent à 

eux deux, la liaison de nombreuses protéines qui régulent l’activité biologique du SDC-1. 

De plus, il s’avère que les résidus tyrosines sont également impliqués dans le clivage 

protéolytique du SDC-1 (Ott and Rapraeger, 1998; Rousselle and Letourneur, 2009).  

Ce domaine se compose de 3 régions : deux régions conservées entre les différents 

syndécanes (C1 et C2) et une région centrale variable appelée région V qui est spécifique 

à chaque syndécane.  
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a) La région C1  

La région C1 est la région cytosolique la plus proche de la membrane. Elle est impliquée 

dans l’adressage du SDC-1 à la membrane (Miettinen et al., 1994).  

Le motif RMKKK contenu dans ce domaine permet l’activation de la kinase ERK, suite 

à la liaison du SDC-1 avec l’un de ses ligands. Cette kinase induit la dissociation du 

complexe α-tubuline/SDC-1 qui lie le SDC-1 à la membrane et permet ainsi sa 

localisation dans les radeaux lipidiques (et ainsi sa dimérisation via le domaine 

transmembranaire) (Chen and Williams, 2013). Ce motif permet aussi l’activation de la 

tyrosine kinase SRC qui phosphoryle les différents résidus tyrosines présents sur le 

domaine transmembranaire et le domaine cytoplasmique (Chen and Williams, 2013; 

Rousselle and Letourneur, 2009).  

La dimérisation du SDC-1 dans les radeaux lipidiques, ainsi que le recrutement de la 

cortactine permise par la phosphorylation de ces résidus tyrosine favorise son endocytose, 

jusqu’au compartiment lysosomal (Chen and Williams, 2013) et peut ensuite rejoindre le 

noyau (Zong et al., 2009).  

Dans les cellules épithéliales murines (NMuMG), le résidu sérine 286 porté par le 

domaine C1 peut être phosphorylé par la PKA, suite à leur activation par le TGFβ ou la 

forskolin. Cette phosphorylation augmente l’expression du SDC-1 au niveau 

membranaire (Hayashida et al., 2006).  

Des travaux menés au laboratoire sur des cellules de sertoli, suggèrent que les 

protéoglycanes, dont le SDC-1, pourraient interagir avec la protéine phosphatase 2A 

(PP2A) et la phosphodiestérase (PDE) et modifier la réponse de ces cellules au FSH 

(Levallet et al., 2007, 2013). 
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b) La région V 

La région V est spécifique au SDC-1 et lui confère des propriétés uniques, notamment 

dans l'adhésion cellulaire dépendante de la laminine et la migration cellulaire 

tridimensionnelle (Chakravarti et al., 2005). 

Cette région participe à la formation de complexes multi-protéiques, à l’origine de la 

formation de protrusions cytoplasmiques. Celles-ci sont formées par l’assemblage des 

filaments d’actine et de fascine. Ces structures sont essentielles à la constitution des 

lamellipodes et des filopodes qui sont impliqués dans la migration cellulaire (Adams et 

al., 2001; Chakravarti et al., 2005).  

c) La région C2 

La région C2 est située à l’extrémité C-ter du domaine cytoplasmique et porte le domaine 

très conservé EFYA.  

Ce domaine permet la liaison de protéines porteuses du domaine PDZ (Postsynaptic 

Density-95/Disc large protein/Zonula occludens-1) telles que : CASK (Ca2+/calmoduline 

associated serine/threonine kinase)/Lin-2 (Cohen et al., 1998), Tiam1 (T-cell lymphoma 

invasion and metastasis gene 1) lequel induit l’adhésion cellulaire (Shepherd et al., 2010)  

La tyrosine-309 portée par ce domaine peut être phosphorylée par les kinases de la famille 

Src (Ott and Rapraeger, 1998). Cependant, sa déphosphorylation semble être un prérequis 

dans les processus d’adhésion pour permettre le recrutement de la protéine à domaine 

PDZ synténine (Grootjans et al., 1997; Sulka et al., 2009). Le recrutement de cette 

protéine par le SDC-1 permet la formation de prolongements cytoplasmiques et 

l’acquisition d’un phénotype migratoire (Sulka et al., 2009).  
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 Le clivage de l’ectodomaine : « shedding » du SDC-1 

IV.1 Généralités 

Le clivage protéolytique du SDC-1, aussi appelé « shedding » en anglais, peut être induit 

lors d’un stress cellulaire pouvant être mécanique, thermique, oxydatif ou être dû à un 

choc osmotique (Fitzgerald et al., 2000; Kliment et al., 2009). Il peut aussi être induit à 

la suite de la liaison de facteurs de croissance (EGF, HB-EGF), de cytokines (IFNγ 

(interféron γ), TNF (tumor necrosis factor)), d’esters de phorbol ou d’agents pathogènes 

(Hayashida et al., 2008a; Henry-Stanley et al., 2006; Park et al., 2000; Subramanian et 

al., 1997).  

Le clivage protéolytique du SDC-1 est un mécanisme complexe conduisant à la libération 

dans la matrice extracellulaire de son ectodomaine. Ce clivage est accéléré par la 

dégradation des chaines d’HS portées par l’ectodomaine. L’HPSE, du fait de son activité 

glycosidase, augmente à la fois la dégradation des chaines d’HS et l’activité d’enzymes 

protéolytiques, lesquelles sont impliquées dans le clivage de l’ectodomaine 

(Purushothaman et al., 2008; Ramani et al., 2012; Sørensen et al., 2008; Yang et al., 

2007).  

IV.2 L’héparanase  

L’héparanase (HPSE) sous forme active est une endo-β-D-glucuronidase responsable de 

la dégradation des chaines d’héparane sulfate.  

 Du gène à la protéine active 

Elle est codée par le gène hpr1 qui est porté par le chromosome 4q21.3. Ce gène comprend 

14 exons. Il est sous le contrôle d’un promoteur de 3,5 kb contenant des régions riches en 

GC permettant la liaison du facteur de transcription Sp1 ainsi que des sites de liaison aux 

protéines Ets (Dong et al., 2000; Jiang et al., 2002; Vlodavsky et al., 2002). De façon 

constitutive, le facteur de transcription Sp1 permet l’expression de l’HPSE (Jiang et al., 

2002). Il a également été montré que l’œstradiol conduit à l’expression de cette enzyme, 

laquelle expression peut être inhibée par l’utilisation d’antagonistes de la signalisation 

œstrogénique (tamoxifène, ICI 182,780) (Elkin et al., 2003). Le facteur de transcription 

NF-κB est associé à une résistance des cellules de myélomes à la chimiothérapie en 

induisant l’expression de l’héparanase (Ramani et al., 2016). 
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D’une façon générale, l’expression de l’HPSE est corrélée à l’apparition de nombreuses 

pathologies et constitue un outil diagnostic. L’HPSE apparaît être surexprimée dans le 

diabète (Katz et al., 2002) et dérégulée dans de nombreux cancers (Gomes et al., 2013; 

Hammond et al., 2014; Nadir and Brenner, 2014; Parish et al., 2001; Vlodavsky et al., 

2008).  

Les transcrits du gène hpr1 subissent un épissage alternatif permettant la formation de 

deux ARNm qui possèdent le même cadre de lecture. Ces deux transcrits codent pour une 

même protéine de 543 acides aminés appelée pré-prohéparanase (Dong et al., 2000). Ce 

précurseur latent de l’héparanase est composé d’un peptide signal de 35 acides aminés 

(Met1-Ala35) au niveau de son extrémité N-ter permettant son adressage au réticulum 

endoplasmique. La prohéparanase (proHPSE) (65 kDa) issue du clivage de ce peptide 

signal est ensuite adressée à l’appareil de golgi avant son exocytose (Figure 25) 

(Fairbanks et al., 1999; Gingis-Velitski et al., 2004a).  

La prohéparanase présente en position 158-161 le motif KKDC, lequel est capable 

d’interagir avec les chaines d’héparanes sulfate portées par le SDC-1 (Levy-Adam et al., 

2008). La reconnaissance par la proHPSE des chaines d’HD du SDC-1 est facilitée par 

les récepteurs membranaires au mannose 6-phosphate (MPR, mannose 6-phosphate 

receptor) et au LDL (LRP, low-density lipoprotein-receptor related protein). La formation 

du complexe proHPSE/SDC-1 permet une localisation membranaire de la proHPSE 

(Vreys et al., 2005) qui peut rapidement être internalisée dans des vésicules d’endocytose 

(Gingis-Velitski et al., 2004a). Il semblerait également que les récepteurs LRP et MPR 

puissent induire l’internalisation de la prohéparanase indépendamment de la présence des 

chaines d’HS (Vreys et al., 2005).  

Les vésicules d’endocytose contenant la proHPSE et le SDC-1 sont acheminées vers les 

endosomes tardifs puis vers les lysosomes (Figure 25). Dans ces derniers la proHPSE est 

clivée deux fois par la L-cathepsine (Abboud-Jarrous et al., 2008; Zetser et al., 2004). 

Cette enzyme protéolytique digère la pro-héparanase et permet la formation de 

2 polypeptides qui s’hétérodimérisent : l’un de 8 kDa correspondant à la région N-ter 

(PCA36 à Glu109) de la prohéparanase et l’autre de 50 kDa correspondant à son extrémité 

C-ter (lys158 à Ile543) (Fairbanks et al., 1999). L’HPSE mature, formée par ces deux 

polypeptides, clive les chaines d’HS faiblement sulfatées (Fux et al., 2009; Levy-Adam 

et al., 2003). 
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 Modes d’action de l’HPSE 

a) Activité enzymatique de l’HPSE  

L’héparanase mature à la suite de sa translocation dans la matrice extracellulaire permet 

la libération de courtes chaines d’HS (environ 10 à 20 sucres) biologiquement actives. 

Cette activité enzymatique participe au remodelage de la matrice extracellulaire en 

permettant la libération des facteurs de croissance (mitogéniques, angiogéniques) liés aux 

chaines d’HS. Ces dernières peuvent s’accumuler dans le micro-environnement cellulaire 

et favoriser la progression tumorale (Roy and Marchetti, 2009).  

L’héparanase, via son activité enzymatique, régule aussi la biodisponibilité des cytokines 

et chemokines liées aux HS. Elle contrôle ainsi la réponse inflammatoire et la 

diapédèse (Goldberg et al., 2013).  

  

Figure 25 : Étapes de maturation de l’héparanase  

(Gingis-Velitski et al., 2004) 
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b) Effet non enzymatique de l’HPSE  

La proHPSE contient au niveau de son extrémité C-ter, deux sites de liaison aux HS en 

plus de celui identifié au niveau de la lysine 158 (Levy-Adam et al., 2005). Ces deux sites 

de liaison, en s’unissant chacun à une chaine d’HS portés par le SDC-1, permettent la 

formation d’un complexe multiprotéique SDC-1/proHPSE/SDC-1.  

La proHPSE, de façon indépendante de son activité glucuronidase, induit l’activation de 

la PKC et de Rac1 (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) régulant ainsi le 

phénotype migratoire et les capacités adhésives des cellules (Fux et al., 2009; Levy-Adam 

et al., 2008). Elle favorise aussi la phosphorylation des kinases p38 et SRC permettant 

l’expression du facteur pro-angiogénique VEGF (Fux et al., 2009).  

L’HPSE présente dans les radeaux lipidiques augmente l’activité de la voie PI3K/Akt et 

favorise la migration et l’invasion des cellules endothéliales (Ben-Zaken et al., 2007; Fux 

et al., 2009; Gingis-Velitski et al., 2004b). La surexpression de l’HPSE, induit l’activité 

de la kinase ERK et est ainsi associée à une augmentation de la métalloprotéase MMP-9 

et du récepteur uPAR (urokinase receptor), lequel est impliqué dans l’activation de la 

MMP-9 (Purushothaman et al., 2008). Ces deux protéines favorisent le clivage 

protéolytique de l’ectodomaine du SDC-1. 

 Héparanase et carcinogenèse 

In vivo, la réalisation d’un modèle de xénogreffe chez la souris montre que la 

surexpression de l’HPSE dans les cellules de carcinome mammaire de la lignée MCF7 

promeut l’angiogenèse, la croissance et la survie des cellules (Cohen et al., 2006). De 

même, cette surexpression dans des cellules de myélome montre une augmentation de la 

croissance et de la vascularisation de la tumeur ainsi que l‘augmentation de ses capacités 

à métastaser dans les os et les organes (Yang et al., 2005). Dans les carcinomes de la tête 

et du cou, la surexpression de l’HPSE s’accompagne d’une augmentation de l’activité de 

la kinase SRC qui induit des phosphorylations activatrices du récepteur à l’EGF. Son 

activation augmente la prolifération cellulaire ainsi que la migration et la croissance 

cellulaire en agar (Cohen-Kaplan et al., 2008; Fux et al., 2009). 
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Dans la littérature, de nombreux articles scientifiques, notamment de cancérologie, 

étudient la localisation du SDC-1 en réalisant des coupes histologiques et distinguent 

deux types de SDC : le syndécane membranaire exprimé à la membrane plasmique et le 

syndécane stromal exprimé dans le tissu conjonctif correspondant au SDC ayant subi un 

clivage protéolytique. D’autres articles, utilisant des cultures cellulaires, font référence 

au SDC-1 soluble pour désigner le SDC libéré dans le milieu de culture cellulaire. Le 

SDC-1 clivé appelé SDC sérique peut également être quantifié par test ELISA, à partir 

d’un prélèvement sanguin chez le patient ou l’animal. 

Chez l’Homme, l’augmentation du clivage du SDC-1 peut témoigner de l’apparition 

d’une pathologie. Il a été montré que le clivage protéolytique du SDC-1 se trouve dérégulé 

lors d’un retard de cicatrisation, de l’inflammation (Kato et al., 1998; Subramanian et al., 

1997) ou du cancer (Akl et al., 2015; Szatmári et al., 2015). La quantification du niveau 

d’expression du SDC-1 et de son clivage constitue un outil pronostique et diagnostic dans 

le myélome multiple. En effet, chez un individu en bonne santé le taux de SDC-1 sérique 

est assez bas (médiane à 128 U/ml), cette valeur médiane augmentant d’un facteur 5 pour 

les patients atteints d’un myélome (Seidel et al., 2000). Toutefois, le clivage du SDC-1 

reflète le turnover physiologique du SDC-1 à la membrane.  

Le développement d’inhibiteurs de l’héparanase fait donc l’objet de nombreuses 

recherches in vitro et in vivo et est déjà utilisé en clinique pour stopper la progression 

tumorale. Le PI-88 (phosphomannopentaose sulfate), un inhibiteur de l’activité HPSE est 

utilisé pour stopper la progression tumorale notamment du fait de son action anti-

angiogénique. Il est utilisé en clinique dans les mélanomes les plus avancés et de 

nombreux cancers (prostate, hépatocarcinome) (Ferro et al., 2007; Khasraw et al., 2010; 

Lewis et al., 2008; Liu et al., 2014).  
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IV.3 Clivage de l’axe protéique : les protéases matricielles 

De nombreux signaux extra-cellulaires (facteurs de croissance, cytokines) peuvent 

induire le clivage de l’ectodomaine du SDC-1 en permettant l’activation des voies 

kinasiques (MAPK, JNK (c-Jun N-terminal kinases), PKC, SRC). Ces dernières régulent 

l’activité d’enzymes protéolytiques tels que la plasmine, la thrombine, les ADAMs 

(a disintegrin and metalloprotease), les MMP (MMP-2, -3, -7 et -9) ainsi que la MMP 

membranaire MMP-14 également appelée MT1-MMP (membrane type 1-matrix 

metalloproteinase) (Figure 26) (Endo et al., 2003; Fitzgerald et al., 2000; Manon-Jensen 

et al., 2013; Pruessmeyer et al., 2010; Subramanian et al., 1997). L’activité des MMP-2 

et -9 peut être inhibée par TIMP-3 (tissue inhibitor of metalloproteinase) qui contrôle 

ainsi le clivage du SDC-1 (Fitzgerald et al., 2000).  

La protéine G Rab5 (Ras-related protein Rab-5) liée au niveau du domaine cytoplasmique 

du SDC-1 peut être activée et induire le clivage protéolytique du SDC-1 (Hayashida et 

al., 2008b). Cette activation est permise suite à la reconnaissance de la GEF (Guanine 

nucleotide exchange factors) Tiam-1 (Díaz et al., 2014) avec le résidu tyrosine-309 

phosphorylé (Shepherd et al., 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

Figure 26 : Sites de clivage présents sur l’ectodomaine du SDC-1 

(Manon-Jensen et al., 2013) 
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 La localisation nucléaire du SDC-1 

Outre sa localisation membranaire ou intracellulaire, plusieurs études ont montré la 

présence du SDC-1 dans le noyau des cellules (Chen and Sanderson, 2009; Kovalszky et 

al., 2014; Zong et al., 2009).  

V.1 Mécanisme 

Le SDC-1 membranaire, suite à la liaison du FGF2 via ses chaines d’HS, est internalisé 

dans des vésicules d’endocytose. Il peut être acheminé jusqu’au compartiment nucléaire 

dans un processus requérant la séquence RMKKK (Zong et al., 2009). Il apparaît que le 

récepteur FGFR1 (fibroblast growth factor receptor 1) participant à la formation du 

complexe ternaire SDC-1/FGF2/FGFR1 n’est pas présent dans le noyau, mais est recyclé 

dans les lysosomes.  

Le SDC-1 peut également être transloqué dans le noyau suite à sa liaison à la 

fibronectine (Richardson et al., 2001). D’une façon générale, la localisation nucléaire du 

SDC-1 apparaît être dépendante de l’activité de la PKC (Hsia et al., 2003; Richardson et 

al., 2001) 

Il a été montré in vitro, que l’ectodomaine du SDC-1 pouvait être transloqué dans le 

compartiment nucléaire des cellules stromales de la moelle osseuse. Cette translocation 

est dépendante de la présence de chaines d’HS, qui en se liant aux facteurs de croissance, 

permet l’endocytose du complexe ternaire (SDC-1/facteur de croissance /récepteur au 

facteur de croissance) et apparaît indépendante de la présence de la séquence 

RMKKK (Stewart et al., 2015).  

Le transport intracellulaire des vésicules d’endocytose contenant le SDC-1 nécessite la 

présence de la tubuline (Brockstedt et al., 2002; Zong et al., 2009).  

Il apparaît également que les HS peuvent être localisés dans le noyau (Buczek-Thomas et 

al., 2008; Ishihara et al., 1986).  
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V.2 Rôle 

Dans le noyau, le SDC-1 et les HS inhibent l’activité HAT des protéines p300 et pCAF 

(Buczek-Thomas et al., 2008; Ishihara et al., 1986; Purushothaman et al., 2011; Stewart 

et al., 2015). De même, dans les cellules de myélomes, la perte de la localisation nucléaire 

du SDC-1 (via une augmentation de l’HPSE) augmente l’activité HAT permettant ainsi 

l’expression de gènes impliqués dans la progression tumorale comme MMP-9, VEGF, 

RANKL (receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand) et HGF (Chen and 

Sanderson, 2009; Purushothaman et al., 2008, 2011; Stewart et al., 2015). 

La surexpression du Syndécane-1, dans une lignée cellulaire de mésothéliome pleural 

malin, s’accompagne d’une modification importante du transcriptome (expression des 

gènes impliqués dans la régulation de la croissance cellulaire, la progression du cycle 

cellulaire, l'adhésion, la migration et l'organisation de la matrice extracellulaire). De plus, 

il apparaît que l'expression de facteurs de croissance, d’interleukines, de protéines de la 

matrice extracellulaire (MEC), de protéoglycanes et d’enzymes impliquées dans la 

sulfatation des chaînes d’héparane sulfate est également modifiée. L’extinction par 

siRNA de l’expression du SDC-1 a des conséquences plus faibles sur l’évolution du 

transcriptome. Toutefois, la surexpression comme l’extinction du SDC-1 induisent une 

augmentation de l’expression des acteurs des voies de signalisation du TGFβ, EGF, 

VEGF et ERK / MAPK (Szatmári et al., 2012).  

Dans le noyau, le SDC-1 est retrouvé co-localisé au niveau des fuseaux mitotiques avec 

la tubuline (Brockstedt et al., 2002). Le SDC-1 nucléaire et les HS sont également 

associés à une inhibition de l’activité de l’ADN topoisomérase-I en induisant sa 

dissociation de l’ADN (Kovalszky et al., 1998). Les chaines d’HS peuvent également 

inhiber l’expression génique en empêchant la liaison des facteurs de transcription à leur 

séquence consensus (Kovalszky et al., 2014) 
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 Le syndécane-1 et le cancer du sein 

Dans le tissu mammaire sain, le SDC-1 est seulement exprimé dans la partie baso-latérale 

des cellules canalaires (Stanley et al., 1999). Ainsi, la dérégulation de son expression et 

de sa localisation peut être impliquée dans la tumorigenèse mammaire notamment en lien 

avec sa capacité à réguler la TEM (Nikolova et al., 2009; Ibrahim et al., 2012).  

Les travaux de Stanley en 1999, sur une petite cohorte de patientes atteintes d’un cancer 

du sein, montrent une diminution d’expression du SDC-1 par les cellules cancéreuses de 

carcinome canalaire invasif (n=20). Pourtant, la comparaison du tissu mammaire malin 

et non malin révèle une différence dans l'expression du syndécane-1 dans le compartiment 

stromal. Au niveau des cellules de carcinomes canalaires infiltrants, le marquage du 

SDC-1 est intense dans le tissu conjonctif et à la surface des cellules, alors qu’il est absent 

dans le stroma du sein normal (Stanley et al., 1999). Pourtant, il a été montré une absence 

de corrélation entre la localisation du SDC-1 (stromale et épithéliale), les caractéristiques 

histologiques de la tumeur (taille, grade) et la présence de nodules (Götte et al., 2006; 

Leivonen et al., 2004). Une étude plus récente n’observe aucune corrélation entre 

l’expression du SDC-1 et le grade, mais cette étude met en évidence que les carcinomes 

de plus haut grade sont corrélés avec un fort pourcentage de cellules exprimant le SDC-1 

(Tiemann et al., 2014). 

Inversement, sur des cohortes plus importantes, une corrélation entre le niveau 

d’expression du SDC-1 et l’acquisition de marqueurs pronostiques défavorables tels 

qu’un grade histologique, une taille et un index mitotique élevé est établie (Baba et al., 

2006; Barbareschi et al., 2003; Leivonen et al., 2004; Löfgren et al., 2007; Matsuda et al., 

2001). De plus, dans l’étude de 2004, les auteurs précisent que l'expression du 

syndécane-1 à la fois dans l'épithélium et le stroma peut être un facteur pronostic 

défavorable dans le cancer du sein. Ainsi, la perte du syndécane-1 épithélial est associée 

à un pronostic plus favorable (Leivonen et al., 2004). Ces résultats restent contradictoires 

avec ceux obtenus par Loussouarn en 2008 qui montrent que la perte d’expression du 

SDC-1 épithélial est un marqueur de mauvais pronostic et est inversement corrélée avec 

la survie sans récidive (Loussouarn et al., 2008).  
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Les résultats observés, a priori contradictoires, peuvent avoir plusieurs explications : les 

limites des techniques et des outils utilisés (immunohistochimie, anticorps), des 

différences phénotypiques des tumeurs, l’origine des patientes et les particularités de 

localisation du SDC-1 (membranaire, intracellulaire, nucléaire, ou extracellulaire).  

L’augmentation de l’expression du SDC-1 stromal au dépend du SDC-1 membranaire est 

un marqueur pronostic favorable (Baba et al., 2006; Barbareschi et al., 2003; Leivonen et 

al., 2004). L’augmentation de ce marquage stromal peut être en partie liée au clivage 

protéolytique de l’ectodomaine du SDC-1 épithélial et à la synthèse et la sécrétion du 

SDC-1 par les fibroblastes. Une étude in vitro a montré que l'ectodomaine du SDC-1 peut 

inhiber la croissance cellulaire de plusieurs lignées de carcinome mammaire incluant les 

cellules MCF7 (Mali et al., 1994). Les résultats de Nikolova et collaborateurs en 2009 

suggèrent que les formes clivées et liées à la membrane du SDC-1 jouent différents rôles 

à différents stades de la progression du cancer du sein et que le clivage protéolytique du 

SDC-1 marque un passage d'un phénotype prolifératif à un phénotype invasif (Nikolova 

et al., 2009). 

L’ectodomaine du SDC-1 clivé peut être associé à de plus ou moins grandes chaines de 

GAG. Cependant, comme cela a été exposé dans le paragraphe précédent, les chaines 

d’HS ont la capacité d’inhiber le clivage de l’ectodomaine du SDC-1 (Ramani et al., 

2012). L'héparanase régule l’expression du SDC-1 ainsi que la longueur des chaînes d’HS 

et, de ce fait, régule le clivage du SDC-1. Il a été montré que l’HPSE influence la 

progression du cancer, ainsi son expression élevée est associée à un mauvais pronostic 

dans le cancer (Elkin et al., 2003; Yang et al., 2007).  

Dans le cancer mammaire, l’expression du SDC-1 est associée à d’autres paramètres 

cruciaux pour le devenir des tumeurs. Ainsi, une corrélation entre le niveau de 

vascularisation des carcinomes mammaires (n=207) et le niveau d’expression du SDC-1 

stromal a été établie (Maeda et al., 2006). Le SDC-1 peut servir de corécepteurs aux 

facteurs pro-angiogéniques VEGF et bFGF lesquels induisent dans les cellules 

endothéliales l’expression des intégrines αvβ3 et αvβ5, elles-mêmes impliquées dans 

l’induction de l’angiogenèse suite à leur liaison avec le SDC-1 (Beauvais, 2004; Beauvais 

et al., 2009). 
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L’expression du SDC-1 est aussi corrélée avec une résistance des cellules à la 

chimiothérapie (Barbareschi et al., 2003). Une étude portant sur 37 patientes présentant 

un cancer du sein a montré que l’expression du SDC-1 dans ces tumeurs diminuait la 

réponse à la chimiothérapie néoadjuvante. En effet, sur les 16 patientes exprimant le 

SDC-1, six d’entre elles n’ont pas répondu à la chimiothérapie (aucun changement) (soit 

62,5 % de réponse) alors que sur les 21 patientes n’exprimant pas le SDC-1 ce taux de 

réponse est de 81 %. Cette étude précise également qu’aucune des patientes exprimant le 

SDC-1 n’a présenté une rémission complète (Götte et al., 2006).  

Enfin, le niveau d’expression du SDC-1 semble dépendant du statut hormonal de la 

tumeur. En effet, l’expression élevée du SDC-1 dans le carcinome du sein est liée à un 

phénotype agressif et à un pronostic défavorable, caractéristiques des carcinomes triples 

négatifs (Baba et al., 2006; Barbareschi et al., 2003). Il a également été mis en évidence 

que l’expression épithéliale du SDC-1 est corrélée avec un statut ER- alors qu’une 

localisation stromale du SDC-1 est associée, quant à elle, à un statut ER+ (Leivonen et 

al., 2004). Inversement, alors que la surexpression du SDC-1 a été associée à un cancer 

ER- dans la population caucasienne, chez les femmes asiatiques une expression protéique 

du SDC-1 forte est corrélée à la survie globale chez les patients présentant un carcinome 

du sein triple positif (Lim et al., 2014). La corrélation étroite entre l'expression du 

syndécane-1 et le statut ER suggère la possibilité d'une régulation hormonale de ce 

protéoglycane et confirme son importance dans l’initiation et la progression des 

carcinomes mammaires. 

 



 

87 

Objectifs 

 

 

 

 

 

 

  

 



    Objectifs 

88 

À la lumière des données exposées en partie introductive, nous émettons l’hypothèse de 

l’existence d’un dialogue entre la signalisation œstrogénique et le métabolisme du 

syndécane-1 à la fois dans des conditions physiologiques comme lors du cycle menstruel 

ou lors de situations pathologiques comme le cancer.  

Les objectifs de ce travail de thèse ont été d’évaluer les conséquences de la dérégulation 

réciproque et/ou combinée de la signalisation œstrogénique et celle dépendante du SDC-1 

sur les processus tumorigéniques des cellules de carcinome mammaire. Ainsi, ce projet a 

eu pour but de répondre à plusieurs questions : 

 Les œstrogènes peuvent-ils réguler l’expression du SDC-1 dans les cellules 

tumorales mammaires? Et si oui comment ? 

 Les modifications post-traductionnelles du SDC-1 impliquent-elles la 

signalisation œstrogénique ? 

 En retour, le SDC-1 influence-t-il la réponse des cellules cancéreuses 

mammaires aux œstrogènes ? Est-il impliqué dans la variation d’expression 

des récepteurs aux œstrogènes, et dans la résistance à l’hormonothérapie ? 

Nous avons ainsi modulé l’activité de la signalisation œstrogénique et de ses acteurs dans 

la lignée de carcinome mammaire ER(+) MCF7 pour étudier et comprendre les 

conséquences sur l’expression du SDC-1 ainsi que sur son clivage protéolytique. De 

façon similaire, nous avons modulé l’expression du SDC-1 afin d’en observer les 

conséquences sur la signalisation œstrogénique et les processus œstrogéno-induits.  
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 Liste de fournisseurs 

I.1 Culture cellulaire  

 

Invitrogen : 

Hygromycine B 

Lipofectamine® 2000 

Lipofectamine® RNAiMax 

Gibco :  

Sérum de veau fœtal (SVF) 

Opti-MEM® 

Interchim 

pCMV/hygro - negative control 

vector 

 

 

PAN Biotech :  

Amphotéricine B 

DPBS (10x) sans Ca2+, sans Mg2+  

DMEM sans rouge de phénol 

DMEM avec rouge de phénol  

Ham’s F12 

L-glutamine  

Kanamycine 

Pénicilline/Streptomycine 

Trypsine 

 

 

I.2 Biologie moléculaire  

 

Eurogentec : 

Amorces de PCR 

Proméga : 

Désoxyribonucléotides 

Triphosphates  

Héxamères aléatoires 

MMLV-RT 

RNasine® 

GO Taq® qPCR Master Mix 

DNASE (+ tampon; solution 

STOP) 

Merck : 

TRI-Reagent® 
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I.3 Western Blot 

 

Biosolve chimie : 

Acrylamide/bis-acrylamide     

(37.1:1, 40 %) 

GE Healthcare Life Science : 

Amersham ECL Western 

Blotting Detection Reagent 

Amersham Hyperfilm ECL 

Hybond-ECL 

Nippon Genetics Europe : 

PiNK Prestained Protein Marker 

 

 

 

Merck : 

β-mercaptoéthanol 

N,N,N,N'-

Tetramethylenediamine 

(TEMED) 

Fixateur 

Ammonium persulfate (APS) 

Révélateur 

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 

Santa Cruz : 

Orthovanadate de sodium 

Phenylmethylsulfonyl fluoride 

(PMSF) 

Cocktail d’inhibiteurs de 

protéases 

 

 

I.4 Microscopie électronique en transmission 

Merck : 

Fluoroshield Mounting Medium 

with Dapi 

Méthylcellulose 

Orion :  

Aurion Blocking 

BSA-c™ 
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I.5 Analyse du cycle cellulaire 

Beckman Coulter : 

DNA Pre Reagent kit 

 

 

I.6 Divers 

BioRad : 

Bleu de bromophénol 

Carlo Erba :  

Acide acétique 

Ethanol  

Isopropanol  

Chloroforme 

Merck :  

Acide orthophosphorique 

Bicarbonate de sodium 

Bleu de Coomassie 

BSA (bovin serum albumin) 

Charbon 

Chlorure de sodium 

Crystal violet 

Diméthylsylfoxyde (DMSO) 

Ethylène diamine tétraacétique 

(EDTA) 

D-glucose 

Formladéhyde 

Gélatine 

Glutaraldéhyde 

Glycérol 

Glycine 

Paraformaldéhyde (PFA) 

Ponceau S 

Tris-Base 

Tris-HCL  

TritonX100  

Tween 20 
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 Culture cellulaire 

II.1 Lignées cellulaires  

 MCF7 

Les cellules MCF7 (Michigan Cancer Foundation-7) sont des cellules immortelles de 

forme polygonale provenant d’un adénocarcinome mammaire canalaire invasif. Cette 

lignée a été établie dans les années 70 à partir d’une ponction pleurale réalisée chez une 

patiente caucasienne de 69 ans.  

Les cellules de cette lignée (HTB-22™) ont conservé un phénotype épithélial (Figure 27) 

et présentent une aneuploïdie. Elles expriment la forme sauvage des protéines p53 et APC 

(adenomatous polyposis coli), (Lim et al., 2009) mais n’expriment pas la caspase 3. 

Les cellules MCF7 sont décrites comme étant luminal A, elles expriment le récepteur 

ERα66 mais ne surexpriment pas HER2. Elles possèdent un index mitotique (Ki67) bas, 

répondent bien à la chimiothérapie et présentent une réponse aux hormones (Holliday and 

Speirs, 2011). Cette lignée exprime également le récepteur GPER ce qui en fait un très 

bon modèle pour étudier la signalisation œstrogénique dans les cancers mammaires.  

 

 

 

 

 

  

Figure 27 : Observation des cellules MCF7 au microscope optique 

Les cellules ont conservé un caractère épithélial.  
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 MDA-MB-231 

Les cellules MDA-MB-231 (HTB-26™) sont des cellules immortelles de forme 

fibroblastique provenant d’un adénocarcinome mammaire canalaire invasif. Leur 

isolement a été réalisé à partir de l’épanchement pleural d’une patiente caucasienne de 

51 ans (Neve et al., 2006).  

Ces cellules adhérentes décrites comme triples négatives, et plus particulièrement comme 

« claudine-low », sont plus agressives que les cellules MCF7.  

 Établissement de la lignée MCF7 surexprimant le SDC-1  

a) Transfection stable du plasmide codant le SDC-1  

Afin de surexprimer le syndécane-1 dans les cellules MCF7, nous avons réalisé une 

transfection reverse. Les cellules ont été ensemencées et transfectées par le plasmide de 

façon concomitante. 

La lignée MCF7-Ctr a été obtenue après la transfection du plasmide 

pCMV/hygro - negative control vector. La lignée de surexpression du SDC-1 appelé 

MCF7-SDC1 est quant à elle issue de la transfection du plasmide pCMV/hygro SDC-1, 

lequel possède la séquence codante du SDC-1 sous le contrôle d’un promoteur fort 

(CMV) ainsi qu’un gène de résistance à l’hygromycine.  

Une plaque 6 puits a été ensemencée avec 450 000 cellules par puits dans du milieu 

Ham’s F12/DMEM (H/D) supplémenté avec 10 % de sérum de veau fœtal 

décomplémenté (30 min à 56 °C), 2 mM de glutamine, 2,4 g/l de bicarbonate de sodium. 

Les cellules ont ensuite été transfectées avec 100 ng de plasmide qui ont au préalable été 

dilués dans de l’Opti-MEM® et incubés 15 min à température ambiante avec 5 µl de 

lipofectamine® 2000 et d’Opti-MEM® (500 µl).  

Afin de sélectionner les clones ayant intégré le plasmide de surexpression, nous avons 

traité les cellules 24 h après la transfection avec 0,1 g/l d’hygromycine. Les clones ayant 

intégré la séquence codante du syndécane-1 au niveau de leur ADN sont ainsi isolés et 

conservés au fil des passages. 
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b) Enrichissement de la population cellulaire surexprimant le 

SDC-1 

Les cellules MCF7-SDC1 ont été triées avec un FACS (Fluorescence-activated cell 

sorting) (Epics Altra Beckman Coulter) afin d’enrichir la proportion de cellules 

surexprimant le SDC-1 et d’augmenter l’expression globale.  

Afin de procéder au marquage des cellules MCF7-SDC1, le tapis cellulaire a été lavé puis 

les cellules ont été incubées 5-10 min à 37 °C avec du PBS/EDTA 8,55 mM. L’utilisation 

de la trypsine est proscrite afin d’éviter le clivage protéolytique du SDC-1. L’action de 

l’EDTA a été stoppée par l’ajout d’un volume équivalent de milieu H/D (composition 

voir paragraphe II.2) contenant du SVF. L’homogénat cellulaire a été centrifugé à 400 g 

pendant 5 min, le culot cellulaire a été repris dans du milieu H/D SVF 3 % et dilué afin 

d’avoir 13 millions de cellules par ml. Les amas cellulaires sont cassés par pipetage 

refoulement pour permettre l’individualisation des cellules et permettre leur passage 

cellule à cellule devant le laser du FACS. 

Quatre millions de cellules vivantes ont été marquées pendant 30 min à TA (température 

ambiante) avec 20 µl d’anticorps anti-SDC-1 de souris (B-A38, Santa Cruz) dirigés contre 

un épitope extracellulaire du SDC-1. Après centrifugation, les cellules ont été lavées avec 

du H/D SVF 3 % puis reprises dans 300 µl de ce tampon afin d’être marquées avec 1,5 µl 

d’anticorps secondaires anti souris couplés à l’Alexa Fluor® 488 (Life Technologies) 

pendant 30 min à TA. Les cellules sont lavées dans du PBS puis reprises dans 500 µl de 

PBS. 

Tout en conservant leur stérilité, les cellules situées dans la tubulure du trieur de cellules 

passent une à une devant le laser qui détermine le niveau de fluorescence de chaque 

cellule. Le passage des cellules dans cet appareil nous permet de distinguer deux 

populations, l’une exprimant faiblement le syndécane-1 et l’une plus fortement. Nous 

avons ainsi déterminé un seuil de fluorescence (cut-off), cette limite nous permet de 

déterminer à partir de quel niveau de fluorescence les cellules seront conservées.  

Les cellules ainsi récupérées ont été remises en culture dans un milieu enrichi en sérum 

jusqu’au lendemain pour permettre leur survie et leur attachement. Les cellules ont 

ensuite été cultivées de façon conventionnelle dans un milieu H/D complet, lequel est 

supplémenté avec de l’hygromycine.  

https://en.wikipedia.org/wiki/Fluorescence-activated_cell_sorting
https://en.wikipedia.org/wiki/Fluorescence-activated_cell_sorting
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Une analyse du niveau d’expression de SDC-1 a ensuite été réalisée par qRT-PCR, 

immunofluorescence (Figure 28) et western blot pour vérifier l’enrichissement de nos 

cellules. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.2 Entretien des cellules 

Les cellules MCF7 et MDA-MB-231 ont été mises en culture à partir d’aliquotes de 

congélation conservées à l’azote. Elles sont rapidement décongelées, puis remises en 

culture dans un flacon de 25 cm² (T25) contenant du milieu H/D complet. Pour constituer 

ce milieu complet, le H/D est supplémenté avec 10 % de sérum de veau fœtal (SVF) 

décomplémenté (30 min à 56 °C), 2 mM de glutamine, 2,4 g/l de bicarbonate de sodium 

et des antibiotiques (50U/ml pénicilline, 50 µg/ml de streptomycine, 100 µg/ml de 

kanamycine et 0,25 µg/ml de d’amphotéricine B). Les cellules sont cultivées à 37 °C dans 

une atmosphère humide contenant 5 % de CO2. Le lendemain, le milieu est renouvelé 

afin de retirer les cellules mortes et le DMSO présent dans le milieu de congélation. 

Figure 28 : Tri et remise en culture des cellules MCF7 surexprimant le SDC-1. 

(A) Intensité de marquage du SDC-1 dans les cellules MCF7-Ctr, MCF7-SDC1 avant et après le tri. (B) Observation en 

microscopie confocale des cellules MCF7-SDC1 avant et après le tri cellulaire. Celles-ci ont été fixées, perméabilisées 

puis marquées avec un anticorps polyclonal reconnaissant le SDC-1 (RD). 
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À 80-90 % de confluence, nous effectuons un passage des cellules. Le milieu usagé est 

retiré, les cellules sont rincées avec de l’EDTA dilué à 8,55 mM dans du PBS. Elles sont 

ensuite décollées en présence de trypsine 0,25 % diluée dans la solution de PBS-EDTA. 

La trypsine est retirée avant décollement du tapis cellulaire et les cellules sont incubées 

5 min, à 37 °C. Les cellules sont reprises dans du milieu de culture H/D complet après 

pipetage refoulement et sont ensemencées au 1/10ème pour un entretien courant. 

Pour réaliser des ampoules de congélation, les cellules sont reprises dans du milieu de 

congélation (70 % H/D complet, 10 % SVF et 10 % DMSO). Le volume de celui-ci est 

ajusté pour obtenir une concentration de 1,5 million de cellules/ml après comptage 

cellulaire. Chaque ampoule est refroidie 20 min à 4 °C avant d’être congelée 1 h à -20 °C 

puis conservée une journée à -80 °C. Les cryotubes sont ensuite transférés dans de l’azote 

liquide pour conservation.  

II.3 Privation des cellules et traitements 

 Privation en œstrogènes  

Durant cette étude, nous avons travaillé sur la signalisation œstrogénique en utilisant un 

milieu dépourvu d’œstrogènes ne contenant pas de rouge de phénol (DMEM) afin de 

maximiser la réponse aux œstrogènes et aux agonistes de la signalisation œstrogénique.  

Le lendemain de l’ensemencement, le milieu H/D est retiré et remplacé par du milieu 

DMEM complet (appelé MEM) afin de priver les cellules d’œstrogènes (jusqu’à 5 jours). 

Ce milieu contient les mêmes concentrations de glutamine et d’antibiotiques que le milieu 

H/D sauf qu’il est supplémenté avec du glucose (concentration finale de 3.5 g/l), du 

sodium bicarbonate (concentration finale de 3.7 g/l) et 10 % de SVF décomplémenté et 

déstéroïdé au charbon actif.  

Pour la déstéroïdation du SVF, 100 ml de SVF précédemment décomplémenté ont été 

incubés une nuit à 4 °C sous agitation avec 6 g de charbon. Deux centrifugations à 4 °C 

sont réalisées pour éliminer le charbon, la première à 3 100 g pendant 15 min et la seconde 

à une moyenne de 80 000 g pendant 1 heure. 
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Trois jours après la privation en œstrogènes, les cellules MCF7 sont généralement 

ensemencées dans du milieu MEM complet dans des T25 ou des plaques 6, 24 ou 96 puits 

à la densité de 25000 cellules/cm² à l’exception des cellules qui sont transfectées par des 

siRNa. Ces cellules sont ensemencées au 2ème jour de la privation dans un milieu MEM 

complet où les antibiotiques sont absents.  

 Interférence des ARNm par la transfection transitoire de siRNA 

L’interférence des ARNm cibles a été réalisée par la transfection transitoire de siRNA 

(Tableau 3) laquelle est réalisée 24 heures après l’ensemencement. 

Tableau 3 : Liste des siRNA utilisés  

 

ARN messagers 

interférés 
Séquences nucléotidiques 

Concentration 

d’utilisation 

ERα 
S: UCAUCGCAUUCCUUGCAAA 

AS: UUUGCAAGGAAUGCGAUGA 
10 nM 

Rel-A (p65) 
S: CCAUCAACUAUGAUGAGU 

AS: AACUCAUAGUUGAUGG 
10 nM 

SDC-1 
S : GCCCACCAAACAGGAGGAAUUCUAU 

AS : CGGGUGGUUUGUCCUCCUUAAGAUA 
10 nM 

 

 

La lipofectamine® RNAiMAX, a été utilisée comme agent transfectant, celui-ci permet 

la formation de liposomes qui emprisonnent les siRNA. Les acides nucléiques peuvent 

ainsi être libérés dans la cellule après la fusion des membranes lipidiques (du liposome et 

de la membrane plasmique). Cinq microlitres de lipofectamine ont été utilisés par puits 

pour les plaques 6 puits, 1µl par puits pour les plaques 24 puits et 0,3 µl par puits pour 

les plaques 96 puits. 

Les siRNA ainsi que l’agent transfectant ont été dilués séparément dans du milieu 

Opti-MEM® puis mélangés volume à volume. Le tout est incubé 15 min à température 

ambiante puis ajouté aux cellules. Les cellules sont laissées en contact avec les acides 

nucléiques pendant 6 h puis remises en milieu MEM complet.  
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 Traitements des cellules 

Au 5ème jour de la privation, les cellules ont été stimulées avec différentes molécules 

activant la signalisation œstrogénique, la voie NF-κB ainsi que les voies kinasiques 

(Tableau 4). 

Tableau 4 : Liste des agonistes/activateurs utilisés  

 

Catégorie Nom Spécificité 
Concentration 

d’utilisation 
Fournisseur 

Activateur de la 

signalisation 

œstrogénique 

E2 
Agoniste 

ERα ERβ GPER 
De 1 pM à 10 nM Merck 

PPT 

(propyl-pyrazole triol) 

Agoniste ERα 

(l’affinité de liaison est 

400 fois plus basse pour 

ERβ) 

10 nM Tocris 

DPN 

(Diaryl-propionitrile) 

Agoniste ERβ 

(l’affinité de liaison est 70 

fois plus basse pour ERα) 

10 nM Merck 

G1 GPER 10 nM Calbiochem 

Cytokine pro-

inflammatoire 
TNFα 

Activateur voie  

NF-κB 
10 ng/ml Merck 

Facteur de 

croissance 
EGF 

Activateur  

des MAPK 
1,56 nM Merck 
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Suivant les conditions, les cellules ont été préalablement traitées puis stimulées à 

l’œstradiol comme résumé dans le tableau 5. 

Tableau 5 : Liste des antagonistes/inhibiteurs utilisés  

 

Catégorie Nom Spécificité 
Concentration 

d’utilisation 

Mode 

d’utilisation 
Fournisseur 

Antagoniste des 

récepteurs de la 

signalisation 

œstrogénique 

ICI 182,780 
SERD (induit la 

dégradation d’ERα) 
10 nM 24 h avant E2 Merck 

4-OH-tamoxifène SERM, (antagoniste 

d’ERα) 
1 M 

Simultanément 

à E2 
Merck 

G15 
Antagoniste de 

GPER 
10 nM 

30 min avant 

E2 
Calbiochem 

Inhibiteur des voies 

kinasiques 

UO126 Inhibe MEK1/2 10 µM 

30 min avant 

E2 

Selleck 

Ly294002 Inhibe PI3K 20 µM Selleck 

H89 Inhibe PKA 20 µM Merck 

Bay1170-85 Inhibe IKK 10 µM Merck 

SP600125 Inhibe JNK 10 µM Merck 

Inhibiteur de la 

traduction 
Cycloheximide 

Inhibe la synthèse 

protéique 
10 µg/ml 1 h avant E2 Merck 

Inhibiteur de la 

transcription 
Actinomycine D 

Inhibe 

l’ARN pol II 
2 µM 1 h avant E2 Merck 

Traitement 

épigénétique 

Aza 

(5-Azadeoxycytidine) 
Inhibe les Dnmt 20 µM 48 h avant E2 Merck 

TSA 

(Trichostatine A) 
Inhibe les HDAC 1 µM - Merck 
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 Analyse des messagers 

III.1 Extraction des ARN totaux 

Pour extraire les ARN messagers, nous utilisons la méthode phénol/chloroforme. Les 

cellules sont lavées avec du PBS puis lysées pendant 5 min dans du TRI Reagent® 

contenant du phénol et du guanidium isothiocynate.  

 Les lysats cellulaires sont transférés dans des tubes de 1,5 ml et incubés 5min en présence 

de chloroforme pour un volume équivalent au 1/5 du volume de TRI Reagent® après 

agitation de 15 secondes. Une centrifugation à 12000 g pendant 15 min à 4 °C permet de 

séparer la phase organique et la phase aqueuse contenant les ARN totaux. La phase 

aqueuse est prélevée, les acides nucléiques sont ensuite précipités avec de l’isopropanol 

et culottés après centrifugation à 12 000g pendant 10 min à 4 °C. Les ARN totaux sont 

ensuite lavés avec de l’éthanol 75 %, lequel est éliminé après une centrifugation de 5 min 

à 7500 g à 4 °C. Les culots sont séchés et repris dans 40 µl d’eau stérile exempte de 

nucléases puis solubilisés à 55 °C pendant 10-15 min. 

III.2 Dosage et évaluation qualitative des ARN extraits 

Une mesure d’absorbance des ARN totaux au Nanodrop™ 2000c permet de déterminer 

la qualité et la concentration protéique. En effet, une unité d’absorbance à 260 nm 

correspond à une concentration d’ARN de 40 µg/ml. De plus, les ratios 260/280 et 

260/230 permettent de vérifier la qualité de l’extraction d’ARN. Le ratio 260/280 

détermine la contamination par les protéines et plus particulièrement des cycles benzènes 

des acides-aminés aromatiques qui absorbent à 280 nm. Ce ratio doit être compris entre 

1,8 et 2. Le rapport 260/230 rend compte, quant à lui de la contamination par les phénols.  

III.3 Digestion de l’ADN bactérien 

À la suite du dosage, 500 ng d’ARN totaux issus des cellules MCF7-Ctr ou MCF7-SDC1 

sont incubés avec de la DNASE 15X, du tampon DNASE 10X (volume final de 15 µl) 

pendant 30 min à 37 °C afin de dégrader l’ADN plasmidique. La réaction est stoppée par 

l’ajout de 2 µl d’une solution STOP (10 min à 65 °C). 
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III.4 Transcription inverse 

La rétrotranscription de 250 ng d’ARN en ADN complémentaire (ADNc) simple brin a 

été réalisée en présence de 20 nmoles de dNTP (soit 5 nmoles de chaque 

desoxyribonucléotide triphosphates), 100ng de random primer, 12 U de RNasin® 

(ribonuclease inhibitor) et 100 U M-MLV RT (Moloney murine leukemia virus reverse 

transcriptase) dilués dans du tampon M-MLV RT pour un volume final de 20 µl. Un blanc 

appelé RT- est réalisé en remplaçant les ARN par de l’eau. 

La réaction de rétrotranscription s’est déroulée pendant 1 h 30 à 37 °C puis à 70 °C 

pendant 5 minutes pour dénaturer l’enzyme selon les recommandations du fabricant (kit 

promega).  

III.5 PCR en temps réel 

Le kit GoTaq® qPCR Master Mix est utilisé pour réaliser et suivre l’amplification des 

gènes d’intérêts à partir de nos ADNc. Ce kit utilise un marqueur fluorescent proche de 

la technologie SYBR® Green, la fluorescence ainsi émise reflète la quantité d’ADNc 

initiale et donc d’ARNm codant pour le gène d’intérêt. 

Les produits de RT sont dilués au 1/10ème dans de l’eau sans nucléases. La réaction de 

PCR est réalisée à partir de 5 µl d’ADNc dilués en présence de 5 pmoles de chaque 

amorce, 10 µl de GoTaq qPCR Master Mix (2X), 0,1 µl de CXR (carboxy-X-rhodamine) 

dilué dans de l’eau. Les amorces utilisées sont répertoriées dans le tableau 6.  
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 Nom Séquence des Amorce 

G
èn

e 
d

e 
m

én
ag

e Actine sens CAACCGTGAAAAGATGACCAG 

anti-sens ATGGGCACAGTGTGGGTGAC 

S16 sens CTGGAGCCAGTTGTGCTTCT 

anti-sens TCTGGTAATAGGCCACCAGG 

GAPDH 

 
sens GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 

anti-sens GAAGATGGTGATGGGATTTC 

R
éc

ep
te

u
r 

au
x

 

œ
st

ro
g
èn

e

s 

ESR1 sens AGACATGAGAGCTGCCAACC 

anti-sens GCCAGGCACATTCTAGAAGG 

ESR2 sens GAGTCTGGTCGTGTGAAGGA 

anti-sens ACTTCTCTGTCTCCGCACAA 

G
èn

e 

œ
st

ro
g
èn

o

-r
ég

u
lé

 PS2 sens CACCATGGAGAACAAGGTGA 

anti-sens AGCCCTTATTTGCACACTGG 

PGR 

 
sens TCGAGCTCACAGCGTTTCTA 

anti-sens CACCATCCCTGCCAATATCT 

A
x
e 

S
D

C
/ 

h
ép

ar
an

as
e 

SDC-1 sens GAAACCTCGGGGGAGAATAC 

anti-sens TACAGCATGAAACCCACCAG 

SDC-2 sens GCTGCTCCAAAAGTGGAAAC 

anti-sens CAGCAATGACAGCTGCTAGG 

SDC-4 sens CGATCCGAGAGACTGAGGTC 

anti-sens CACCAAGGGATGGACAACTT 

HSPE 

 
sens ATCAATGGGTCGCAGTTAGG 

anti-sens CTTGGTAGCAGTCCGTCCAT 

S
ig

n
al

is
at

io
n
 

N
F

-κ
B

 

P50 sens TGGGAATCCAGTGTGTGAA 

anti-sens CACAGCATTCAGGTCGTAGT 

REL-A 

(p65) 
sens GCCATGGACGAACTGTTCCCC 

anti-sens TGGTATCTGTGCTCCTCTCG 

IL-6 sens AGTGAGGAACAAGCCAGAGC 

anti-sens GCGCAGAATGAGATGAGTTGT 

R
em

o
d

el
ag

e 
d

e 
la

 M
E

C
 

TIMP-1 sens AATTCCGACCTCGTCATCAG 

anti-sens GTTGTGGGACCTGTGGAAGT 

TIMP-2 sens AAGATGTTCAAAGGGCCTGA 

anti-sens AGGTCTTTCTTCTGGGTGGT 

TIMP-4 sens CAGACCCTGCTGACACTGAA 

anti-sens AGGGCTCGATGTAGTTGCAC 

MMP2 sens AATCCCACCAACCCTCAGAG 

anti-sens GTGCCCTCTTGAGACAGTCT 

MMP-7 sens GAGTGCCAGATGTTGCAGAA 

anti-sens AAATGCAGGGGGATCTCTTT 

MMP-9 sens CATCGTCATCCAGTTTGGTG 

anti-sens TCGAAGATGAAGGGGAAGTG 

MMP-14  sens CACTGCCTACGAGAGGAAGG 

anti-sens TTGGGGTACTCGCTATCCAC 

C
y
cl

e 

ce
ll

u
la

ir
e/

A
p
o
p
to

se
 BCL2 sens GTGGATGACTGAGTACCTGAACC 

anti-sens AGCCAGGAGAAATCAAACAGAG 

P21 sens CAGCAGAGGAAGACCATGTG 

anti-sens GGCGTTTGGAGTGGTAGAAA 
  

Tableau 6 : Liste des amorces utilisées en qPCR 



Matériel et Méthodes 

104 

L’amplification des gènes d’intérêt réalisée dans le thermocycler Stratagene Mx3005P 

(Agilent Technologies) sous le contrôle du logiciel MxPro commence par une étape de 

3 min à 95 °C afin de dénaturer les brins d’ADNc et les anticorps bloquant la Taq 

polymérase. Cette étape de dénaturation est suivie par 40 cycles comprenant une étape de 

30 secondes à 95 °C et une étape d’une minute à 60 °C. C’est la répétition de ces cycles 

qui permet l’amplification de chaque brin d’ADNc et l’émission de la fluorescence 

lorsque l’agent fluorescent se fixe aux brins amplifiés. La réaction d’amplification se 

termine par une étape d’une minute à 95 °C. 

 La température de fusion (Tm) de chaque amplicon est ensuite déterminée par des 

mesures répétées de l’intensité de fluorescence tous les 0,5 °C (allant de 55 °C à 95 °C). 

La réalisation d’une courbe de fusion permet de vérifier l’amplification d’un seul produit 

de PCR dont la Tm servira de contrôle inter-expérience. 

 L’expression relative des gènes étudiés est obtenue par la méthode des Ct selon la 

formule 2-Ct où Ct est la différence de nombre de cycles d’amplification nécessaires à 

l’obtention d’une quantité seuil de produits entre le gène de référence GAPDH et le gène 

cible. 

 Analyse protéique  

IV.1 Extractions des protéines totales 

Les cellules ont été lavées au PBS froid puis décollées par grattage dans la glace dans du 

tampon de lyse froid (Tableau 7) auquel il a été ajouté 1 mM d’orthovanadate de sodium, 

2 mM de PMSF et 10 μl/ml d’un mélange d’inhibiteurs de protéases. 

Tableau 7 : Composition des tampons de lyse 

 

Nom du tampon Composition Dosage 

RIPA 

Tris HCl 50 mM, NaCl 150 mM,  

EDTA 5 mM, Triton X100 1 % (v/v), SDS 

0,1 % (p/v) pH 7,4 

Dosage Bradford 

SDS lysis buffer 

Tris HCl 62,5 mM pH 6,8, SDS 2 % (p/v), 

Glycérol 10 % (v/v), DTT 50 mM,  

Bleu de Bromophénol 0,01 %(p/v) 

Pas de 

quantification 

possible par 

dosage Bradford. 
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Quand les cellules sont reprises dans du SDS lysis buffer et RIPA, les échantillons sont 

homogénéisés 5 secondes dans un appareil à ultrasons (sonicateur) qui fragilise les 

membranes. Les protéines totales sont dosées le cas échéant et stockées à -20 °C avant 

utilisation. 

IV.2 Dosage protéique Bradford/ préparation des échantillons 

Le dosage des protéines extraites a été réalisé par la méthode de Bradford après la 

réalisation d’une gamme d’étalonnage linéaire de BSA (allant de 0 à 30 µg/ml). Le bleu 

de Coomassie présent dans le réactif de Bradford change de couleur et absorbe à 595 nm 

en se liant aux acides aminés aromatiques et aux résidus hydrophobes des acides aminés. 

La valeur d’absorbance de chaque échantillon reflète ainsi la concentration en protéines 

de l’échantillon. 

La gamme de BSA ainsi que les échantillons à doser, dilués si besoin pour rentrer dans la 

gamme, ont été incubés à température ambiante pendant 5 min avec 1 ml de réactif de 

Bradford (Bleu de Coomassie 0,01 % (p/v), éthanol 0,005 % (v/v), acide 

orthophosphorique 10 %) 

L’absorbance est mesurée à 595 nm dans un spectrophotomètre (UV-1280 ; Shimadzu 

France). Les échantillons sont dosés en duplicata et la moyenne des deux valeurs est 

utilisée pour déterminer la concentration de l’échantillon correspondant.  

IV.3 Western blot 

Afin de quantifier l’expression relative d’une protéine d’intérêt, nous avons réalisé une 

séparation des protéines sur gel de polyacrylamide en condition dénaturante. La première 

partie du gel permet de déposer les échantillons et de concentrer les protéines et la seconde 

partie permet de séparer les protéines en fonction de leur poids moléculaire. 

 Quand les cellules ont été lysées avec du tampon SDS lysis buffer, nous 

déposons dans un chaque puits un volume équivalent (20 µl) de chaque 

échantillon.  
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 Quand les protéines ont été extraites avec le tampon RIPA, nous avons déposé 

des quantités équivalentes de protéines dans les puits. Les échantillons ont été 

préparés dans leur tampon et dilués dans du tampon de charge 4X (TrisHCl 

50 mM, SDS 2 % (p/v), glycérol 10 % (v/v), β-mercaptoéthanol 1 % (v/v), 

EDTA 12,5 mM, bleu de bromophénol 0,02 % (p/v)). 

Les échantillons dénaturés (5 min à 95 °C) ainsi que le marqueur de poids moléculaire 

(Pink Prestained Protein Marker) sont déposés dans un gel de concentration 

(polyacrylamide 3,2 % (v/v), Tris-HCl 125 mM (pH 6,8), SDS 0,1 % (p/v)) polymérisé 

par de l’APS 0,0001 % (p/v) et du TEMED 0,1 % (v/v). La séparation des protéines en 

fonction de leur poids moléculaire est réalisée dans un gel de séparation composé 

d’acrylamide 10 %, Tris-HCl 375 mM (pH 8,8), SDS 0,1 %, APS 0,0001 % (p/v) et 

TEMED 0,1 % (v/v). 

La migration des protéines est effectuée à ampérage constant (40 mA ou 80 mA en 

fonction du nombre de gels) dans du tampon d’électrophorèse (Tris base 25 mM, glycine 

192 mM, SDS 0,1 %, pH 8,3). Cette étape de migration est suivie du transfert des 

protéines sur une membrane de nitrocellulose à 100 volts pendant 1 h sous agitation dans 

du tampon de transfert froid (Tris 25 mM, glycine 200 mM, éthanol 20 %, pH 8,3). Une 

coloration au rouge ponceau (acide acétique 5 %, Ponceau S 0,1 %) permet de vérifier le 

transfert des protéines sur la membrane puis celle-ci est rincée avec du TBS 

(Tris-Buffered Saline ; Tris 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4).  

Les sites aspécifiques présents sur la membrane sont bloqués pendant 1h à température 

ambiante avec une solution de blocage 5 % poudre de lait écrémé dans du TBS-T (TBS-

Tween20®; 0,1 % (v/v) Tween 20/TBS). Les protéines sont ensuite incubées une nuit à 

4 °C en présence de l’anticorps primaire dilué dans du lait 5 %/TBS-T ou 

BSA 5 %/TBS-T (Tableau 8).  

L’excédent d’anticorps est enlevé par 3 rinçages de 5 min au TBS-T puis les membranes 

sont incubées en présence de l’anticorps secondaire couplé à l’HRP (horseradish 

peroxidase) pendant 1 h à température ambiante (Tableau 8). Trois lavages de 5 min au 

TBS-T sont ensuite réalisés. 
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Tableau 8 : Anticorps utilisés pour le western blot 

 

  Désignation Espèce Dilution Fournisseur 
A

n
ti

co
rp

s 
P

ri
m

ai
re

s 

Actine  
Anti-Actine 

(Ab-1) 
Souris 

1/5000 

Lait 5 %/TBS-T 
Calbiochem 

Akt Akt (pan) Lapin 
1/1000 

BSA 5 %/TBS-T 
Cell Signaling 

Phospho Akt 
Phospho Akt 

(Ser473) 
Lapin 

1/1000 

BSA 5 %/TBS-T 
Cell Signaling 

ERα  ERα F-10 Souris 
1/1000 

Lait 5 %/TBS-T 
Santa Cruz 

Kit Phospho-

Estrogen 

Receptor α  

 

ERα Lapin 
1/1000 

BSA 5 %/TBS-T 

Cell Signaling 

P-ERα 
(Ser 167) 

Lapin 
1/1000 

BSA 5 %/TBS-T 

P-ERα 
(Ser 118) 

Souris 
1/1000 

Lait 5 %/TBS-T 

P-ERα 
(Ser 104/106) 

Lapin 
1/1000 

BSA 5 %/TBS-T 

ERβ ERβ (B-1) Souris 
1/500 

Lait 5 %/TBS-T 
Santa Cruz 

ERK 1/2 
p44/42 MAPK  

(Erk1/2) 
Lapin 

1/1000 

BSA 5 %/TBS-T 
Cell Signaling 

Phospho 

ERK1/2 

Phospho-p44/42 

MAPK (Erk1/2) 
(Thr202/Tyr204) 

Lapin 
1/1000 

BSA 5 %/TBS-T 
Cell Signaling 

HPSE Anti-HPSE Lapin 
1/2000 

BSA 5 %/TBS-T 

OriGene 

Europe 

JNK (FL) JNK Lapin 
1/1000 

BSA 5 %/TBS-T 
Santa Cruz 

Phospho JNK 
p-JNK 

(Thr183/Tyr185) 
Chèvre 

1/400 

BSA 5 %/TBS-T 
Santa Cruz 

SDC-1  

(épitope 

extracellulaire)  

SDC-1 (B-A38) Souris 
1/500 

BSA 5 %/TBS-T 
Santa Cruz 

Syndécane-1 Human SDC-1 Chèvre 
1/500 

BSA 5 %/TBS-T 
RD 

A
n

ti
co

rp
s 

S
ec

o
n
d

ai
re

s 

Anti-souris 
Goat anti-mouse 

IgG-HRP 
- 

1/5000 

Lait 5 %/TBS-T 

Santa Cruz  

Cell Signaling 

Anti-chèvre 
Mouse anti-goat 

IgG-HRP 
- 

1/2000 

Lait 5 %/TBS-T 

Santa Cruz 

Anti-lapin 
Goat anti-rabbit 

IgG-HRP 
- 

Santa Cruz 

Cell Signaling 
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Les membranes sont incubées 1min à l’obscurité avec un volume équivalent de luminol 

et de peroxyde d’hydrogène provenant du kit d’électrochimiluminescence (Amersham 

ECL Western Blotting Detection Reagent). En présence de l’HRP, le peroxyde est 

dégradé en ROS (espèces réactives de l’oxygène). Ces ROS dégradent le luminol qui 

émet de la lumière à l’endroit où se trouve la protéine d’intérêt. La révélation a lieu suite 

à l’exposition d’un film auto-radiographique sur la membrane (Hybond-ECL). Les films 

(Amersham Hyperfilm ECL) sont révélés dans du révélateur puis fixés.  

Pour calculer l’intensité relative de chaque protéine, nous avons comparé l’intensité du 

signal de la protéine d’intérêt avec celle d’une protéine de référence, l’actine, à l’aide du 

logiciel ImageJ®. Pour cela, nous avons dénaturé pendant 30 min à 56 °C les anticorps 

fixés à la membrane en utilisant une solution de déshybridation (β-mercaptoéthanol 

100 mM, SDS 0,02 % (p/v), Tris HCL 62,5 mM pH 6,7). Les membranes sont lavées 

plusieurs fois par des bains successifs de TBS-T puis bloquées et incubées avec 

l’anticorps anti-actine et l’anticorps secondaire correspondant. 

La quantification des protéines d’intérêt est effectuée en comparant l’intensité du signal 

de la protéine d’intérêt à celle de référence. 

IV.4 Immunocytochimie 

Les cellules, préalablement ensemencées à hauteur de 46000 cellules sur lamelle de verre 

dans des plaques 24 puits ont été lavées deux fois au PBS puis fixées pendant 15 min à 

température ambiante avec 400 µl de paraformaldéhyde (PFA) 4 % dilué dans du PBS 

préchauffé à 37 °C. Les lamelles ont été rincées deux fois avec du PBS pour éliminer le 

PFA puis sont conservées à 4 °C dans du PBS ou sont directement utilisées.  

Le cas échéant, les cellules ont été perméabilisées avec 400 µl de méthanol froid pendant 

10 min à -20 °C. Celui-ci a complètement été éliminé par 2 lavages successifs au PBS. 

Les sites non spécifiques ont été saturés avec une solution de PBS contenant 5 % de SVF 

et 0,3 % de tritonX100 pendant 1 h à température ambiante. Les lamelles ont été rincées 

rapidement au PBS puis les cellules marquées pendant 1 nuit à 4 °C avec 150 µl d’une 

solution de marquage (PBS ; 1 % BSA ; 0,3 % tritonX100) où l’anticorps primaire a été 

dilué (Tableau 9).  
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Les cellules ont ensuite été lavées 3 fois 5 min avec du PBS pour enlever l’excèdent 

d’anticorps puis incubées 1 heure à température ambiante à l’obscurité avec l’anticorps 

secondaire couplé à l’Alexa Fluor® dilué dans le tampon de marquage (Tableau 9) à 

raison de 150 µl par lamelle. 

Tableau 9 : Anticorps utilisés pour l'immunofluorescence 

 

Nom Espèce Dilution Fournisseur 

Anticorps 

Primaires 

ERα F-10 Souris 1/100 Santa Cruz 

Human 

SDC-1 
Chèvre 1/100 RD 

Anticorps 

Secondaires 

Anti mouse 

Alexa 633 
Lapin 1/200 Life Technologies 

Anti goat 

Alexa 488 
Âne 1/200 Life Technologies 

 

Après 3 lavages successifs de 5 min au PBS, les lamelles ont été montées sur lame avec 

une goutte de milieu de montage contenant du DAPI (4’,6’-diamidino-2-phényllindole, 

UltraCruz® mounting medium) fluoroshield. Celui-ci permet de marquer les noyaux 

cellulaires en s’intercalant à l’ADN. Les lamelles ont été scellées sur la lame avec du 

vernis puis stockées à 4 °C.  

En cas de double marquage, pour observer des colocalisations par exemple, les anticorps 

primaires et secondaires ont été incubés en même temps. 

Les immunomarquages ont été observés avec le microscope confocal à balayage laser 

FV1000 (Olympus) et du logiciel associé (Fluoview FV-1000) présent au niveau du 

Centre de Microscopie Appliquée à la biologie (CMAbio3) de l'Université de Caen.   
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IV.5 Microscopie électronique en transmission 

Les cellules, remises en suspension, ont été fixées deux fois pendant 30 minutes à 4 °C 

dans du tampon phosphate de Sorensen 0,1 M à pH 7,4 contenant 4 % de PFA et 0,1 % 

de glutaraldéhyde. Après 3 lavages, les aldéhydes libres ont été bloqués avec de la glycine 

à 50 mM diluée dans du tampon phosphate de Sorensen 0,1 M. Les cellules ont ensuite 

été enrobées dans de la gélatine à 10 % (10 min à 37 °C) permettant le découpage de blocs 

de 1 mm3. 

Ces blocs ont été cryoprotégés par immersion dans une solution de saccharose 2,3 M en 

PBS pendant 4 h puis ont été montés sur des clous en aluminium. L’ensemble a été vitrifié 

dans de l'azote liquide puis a été placé dans un cryo-ultramicrotome (RMC Boeckeler). 

Le bloc a été taillé à -90 °C sur 4 côtés afin d’obtenir une pyramide. La température a 

ensuite été abaissée à -110 °C afin de réaliser des coupes ultra-fines de 80 nm d’épaisseur. 

Ces sections, sous forme de rubans, ont été récupérées puis plongées dans du saccharose 

2,3 M. Elles ont enfin été déposées sur des grilles de microscopie en nickel recouvertes 

de Formwar et stockées à 4 °C avant immuno-marquage. 

Les grilles ont été lavées deux fois par retournement sur des gouttes de PBS à 37 °C afin 

d’ôter le sucrose. Les aldéhydes libres ont été une nouvelle fois inactivés (glycine à 

50 mM en PBS, 15 min à RT) puis les sites de liaisons non spécifiques ont été bloqués 

avec la solution Aurion Blocking (Aurion) (30 minutes à RT). 

Les sections ont été placées une heure à RT en présence d’anticorps anti-ERα (F10, Santa 

Cruz) et anti Syndecan-1 (RD Systems), utilisées tous deux à 5 µg/ml après dilution 

dans du PBS contenant 5 % de BSA-c ™ (Aurion). Après 6 lavages, les grilles ont été 

incubées 1 h 30 à RT avec un anticorps secondaire conjugué à de l'or colloïdal de 6 nm 

(ciblant l’anticorps anti-SDC-1 de chèvre) ou de 10 nm (ciblant l’anticorps anti-ERα de 

souris) (Aurion ou Jackson ImmunoResearch Lab) (1:40). 

Les échantillons ont été fixés une nouvelle fois avec du glutaraldéhyde à 1 %, puis ont 

été colorés avec un mélange d'uranylacétate à 0,4 % et de méthylcellulose à 2 % pendant 

5 min à 4 °C. Les grilles ont été observées à l'aide d'un microscope électronique à 

transmission (JEM-1011, JEOL, Croissy sur Seine, France) équipé d'une caméra Gatan 

(Evry, France) (Orius 200).   
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IV.6 Analyse du clivage protéolytique du SDC-1 par cytométrie en flux 

Afin d’étudier le clivage protéolytique du SDC-1, les cellules ont été récupérées de façon 

similaire au protocole décrit dans la partie II.1.3.b sauf que l’EDTA a été stoppé par 

l’ajout de MEM supplémenté en SVF déstéroidé.  

Les cellules ont été fixées avec du formaldéhyde 4 % (10 min à 4 °C), ce dernier a été 

éliminé par centrifugation. À la suite de cette fixation, les cellules ont été conservées à 

4 °C ou ont été bloquées et perméabilisées dans un tampon PBS - BSA 0,5 % - Triton 

0,5 % (30 min à TA). L’ectodomaine du syndécane-1 et sa partie intra-cytoplasmique 

sont marqués respectivement suite à l’incubation de 1 µg d’anticorps (pour 1 million de 

cellules) de l’anticorps B-A38 et de l’anticorps C-20 (1 nuit à 4 °C). Le lendemain, les 

cellules ont été lavées deux fois dans du PBS puis marquées avec un anticorps anti-souris 

Alexa 633 (dirigé contre l’anticorps B-A38) et un anticorps anti-chèvre Alexa 488 (dirigé 

contre l’anticorps C-20). Les cellules sont lavées deux fois au PBS puis passées au 

cytomètre de flux (Gallios Flow Cytometer; Beckman Coulter). 

 Tests cellulaires 

V.1 Etude de la prolifération cellulaire : coloration au cristal violet 

Les cellules ont été ensemencées en triplicat en plaque 96 puits, dans le cas échéant une 

transfection de siRNA a précédé la stimulation des cellules.  

À la fin du traitement, les cellules ont été fixées par du formaldéhyde 4 %/PBS pendant 

30 min. Deux lavages au PBS ont été réalisés avant de réaliser la coloration des 

membranes cellulaires et du noyau par une solution de cristal violet 0,1 % (p/v), éthanol 

2 % (v/v) diluée dans du PBS (30 min à température ambiante). L’excèdent de colorant a 

été retiré par deux lavages à l’eau osmosée puis la coloration a été solubilisée dans 100 µl 

d’acide acétique 10 %. 

L’absorbance, qui est proportionnelle à la densité cellulaire présente dans chaque puits, 

est mesurée à 600 nm par un lecteur de plaques ∑960 (MeterTech). 
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V.2 Test de migration par blessure 

Les cellules sont ensemencées en duplicata à une densité de 96 000 cellules par puits 

d’une plaque 24 puits. Après 24 h de culture, les cellules sont stimulées selon le protocole 

habituel.  

La blessure est effectuée au milieu de chaque puits à l’aide d’une pointe de cône. Les 

tapis cellulaires sont ensuite lavés au PBS afin d’éliminer les cellules décollées et éviter 

qu’elles s’attachent dans la blessure. Pour suivre la migration des mêmes cellules au cours 

du temps, nous avons réalisé trois repères par puits. Les acquisitions sont réalisées à partir 

du microscope optique. 

 Analyse du cycle cellulaire en cytométrie en flux 

Les cellules ont été décollées puis fixées une nuit avec 70 % d'éthanol froid. Elles ont été 

lavées deux fois avec une solution salée tamponnée au phosphate froid puis incubées 

avec 100 μg/ml de RNaseA et 5 μg/ml d'iodure de propidium pendant 30 min à 37 °C. 

Les caractéristiques du cycle cellulaire des cellules ont ensuite été analysées en cytomètre 

de flux (FACSCalibur™, Beckton-Dickinson, États-Unis).  

 Analyse statistique 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM (Standard Error of Mean) et ont été 

reportés dans le logiciel d’analyse statistique GraphPad. L’analyse statistique a été 

réalisée quand nous avions au moins 3 expériences indépendantes. Les différences sont 

considérées comme significatives si p≤0,05 après un test de Student ou une analyse de la 

variance (Anova) suivie d’un test post hoc (Tukey ou Dunett).  
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 Détermination du gène de ménage (PCR quantitative) 

Les résultats de qRT-PCR présentés dans cette étude sont exprimés en 2-Ct ou en 2-Ct, 

c’est-à-dire que l’expression du gène d’intérêt est relative par rapport à celle d’un gène 

de référence. Nous avons donc dans un premier temps évalué, dans les cellules MCF7, 

l’absence d’effets significatifs des œstrogènes sur l’expression de 3 gènes couramment 

utilisés comme gène de référence : la GAPDH (glycéraldéhyde-3-phosphate 

déshydrogénase), une enzyme de la glycolyse, ACTB codant pour l’actine et RPS16 

codant pour la protéine ribosomale S16. 

La stimulation des cellules MCF7, par des doses croissantes d’œstradiol pendant 6 ou 

24 h, n’a pas montré de modification significative (variation inférieure à 0,7 Ct) de 

l’expression de ces 3 gènes par rapport à la condition contrôle (Ctr) où les cellules sont 

laissées dans un milieu MEM dépourvu d’œstrogènes (Figure 29).  
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Figure 29 : Expression des gènes de référence dans les cellules MCF7  

Les cellules MCF7 cultivées en milieu MEM pendant 5 jours ont été traitées pendant 6 h (blanc) et 24 h (noir) avec 

des doses croissantes de 17β-œstradiol (0,001nM à 10nM) n=3. Le test Anova suivi d’un test post-hoc de Dunett 

permet de comparer l’effet dose de l’œstradiol sur l’expression des différents gènes de ménage (GAPDH, S16, actine) 

par rapport à la condition contrôle (Ctr). (Ct : Cycle threshold) 
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 Expression des ER dans la lignée MCF7 

À l’état basal, dans un milieu dépourvu d’œstrogènes, la lignée de carcinome mammaire 

MCF7 exprime fortement le messager ESR1 (2-Ct à 0,031 ; n=3), lequel code au niveau 

protéique les isoformes 66 et 46 kDa du récepteur α aux œstrogènes (Figure 30A).  

La présence de l’isoforme à 36 kDa n’a pas pu être mise en évidence avec l’anticorps 

monoclonal utilisé, celui-ci est dirigé contre l’épitope C-terminal (au niveau des acides 

aminés 576-595) uniquement exprimé par ERα66 et 46 (Figure 30B).  

 

 

 

 

 

 

 

La présence du récepteur ERβ, bien que décrit dans la littérature comme étant exprimé 

dans les cellules MCF7, n’a pas pu être mise en évidence avec le couple d’amorces utilisé. 

De plus, l’absence d’expression protéique d’ERβ a été confirmée en western blot. 

  

Figure 30 : Expression basale des récepteurs ERα dans les cellules MCF7 

Les cellules MCF7 ont été cultivées dans du milieu MEM dépourvus d’œstrogène, pendant 2 jours. (A) L’expression 

protéique des isoformes 66 et 46 kDa d’ERα a été évaluée à la suite d’un immunoblot avec l’anticorps F10 (Santa 

Cruz) après transfert des protéines sur une membrane de nitrocellulose.(B) Représentation schématique de la 

séquence protéique des 3 isoformes d’ERα. 

66 kDa 

46 kDa 

A B 
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 Discussion 

Nous avons utilisé la lignée de cellules cancéreuses mammaires MCF7 afin d’étudier 

l’implication de la signalisation œstrogénique dans la régulation de l’expression du 

SDC-1 et de son métabolisme. Ces cellules décrites comme luminal A ne présentent pas 

de surexpression d’HER2, ni de mutation de la protéine p53, mais expriment les 

récepteurs α aux œstrogènes permettant à ces cellules une réponse proliférative suite à 

une stimulation par l’E2 (Neve et al., 2006).  

Afin d’étudier le rôle du récepteur ERα, nous aurions pu ré-exprimer dans les cellules 

MDA-MB-231, ce récepteur via la transfection d’un plasmide de surexpression. En effet, 

ERβ est exprimé dans ces cellules, mais pas ERα. Cependant, cette solution bien 

qu’attrayante a été écartée. En effet, bien que permettant l’expression des gènes 

oestrogéno-induits par ERα en présence d’E2, la prolifération cellulaire y apparaît inhibée 

(Jiang and Jordan, 1992; Zajchowski et al., 1993). 

Au cours de ce travail, les cellules MCF7 ont été traitées avec des concentrations de 

17β-œstradiol allant de 0,001 nM à 10 nM. L’essentiel des résultats a été obtenu après 

une stimulation des cellules avec une concentration de 0,1 nM d’E2 laquelle est 

équivalente à la concentration médiane en E2 retrouvée dans le tissu mammaire cancéreux 

de femmes ménopausées (Garvin and Dabrosin, 2008). La sensibilité des cellules à l’E2 

a été augmentée en privant celles-ci de stéroïdes (œstrogènes, androgènes). En effet, le 

milieu de culture utilisé est dépourvu de rouge de phénol (un œstrogéno-mimétique 

reconnu) et complémenté avec 10 % de SVF traité au charbon actif pour éliminer les 

stéroïdes. Les cellules MCF7 expriment faiblement l’aromatase (Etique et al., 2004) et 

ont été cultivées dans un milieu non enrichi en cholestérol et acide arachidonique (deux 

précurseurs de la stéroïdogenèse). Nous avons ainsi choisi de ne pas utiliser d’inhibiteurs 

de l’aromatase. De plus, une absence d’effet des inhibiteurs de l’aromatase sur 

l’expression du SDC-1 a été mise en évidence dans les cellules MCF7 (Benad-Mehner et 

al., 2014). Dans ces conditions expérimentales, l’expression des ARNm codant pour la 

GAPDH, de l’actine ou la protéine ribosomique S16 n’a pas montré de variations 

significatives. Pour l’ensemble des expériences de qRT-PCR effectuées, le gène de la 

GAPDH sera utilisé pour normaliser l’expression des gènes d’intérêt. 
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Article 1 : Implication de la 

signalisation œstrogénique dans la 

régulation de l’expression du 

SDC-1 
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Plusieurs études suggèrent que, dans le sein, les œstrogènes jouent un rôle dans la perte 

d’expression du SDC-1 à la fois dans des conditions physiologiques lors du cycle 

menstruel ou lors de situations pathologiques comme le cancer. Comme exposé dans 

l’introduction, la surexpression du SDC-1 dans les tumeurs mammaires agressives semble 

être associée à un statut ER- (Barbareschi et al., 2003). L’absence d’expression des 

récepteurs aux œstrogènes ERα66 dans ces cellules altère l’expression de nombreux 

gènes impliqués dans la régulation de la TEM en permettant notamment une dérégulation 

de la prolifération cellulaire ou de l’apoptose.  

Ces données suggèrent ainsi que la dédifférenciation cellulaire amenant à une perte 

d’expression des récepteurs aux œstrogènes dans les cellules cancéreuses mammaires 

pourrait permettre une surexpression du SDC-1. 

Nous avons ainsi étudié in vitro l’implication de la signalisation œstrogénique dans la 

régulation de l’expression du SDC-1 dans les carcinomes mammaires. L’essentiel de ces 

travaux de thèse a été réalisé en utilisant la lignée cellulaire de carcinome mammaire ER+ 

(MCF7) dans laquelle nous avons modulé la signalisation œstrogénique par l’utilisation 

de différentes stratégies : (1) en modulant l’activité des récepteurs (utilisation d’agonistes 

et antagonistes activant ou inhibant spécifiquement un récepteur), (2) en réprimant 

l’expression d’ERα (interférence ARN par siRNA ou utilisation de molécules induisant 

une dégradation du récepteur), (3) en modulant l’activité des voies kinasiques (agonistes 

ou inhibiteurs), (4) en inhibant l’expression de facteurs de transcription participant à 

l’activité transcriptionnelle des ER (siRNA).  

Ainsi, ce travail a eu pour objectif d’évaluer si l’expression du SDC-1 était modifiée par 

les œstrogènes et/ou par l’activation ligand-indépendante de la signalisation œstrogénique 

et d’en identifier les acteurs associés (récepteurs) ainsi que les voies et intermédiaires mis 

en jeux. Les résultats de ce travail seront soumis prochainement à la revue « Endocrine 

Related Cancer ». 
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À la suite de nos travaux montrant que l’œstradiol modifie l’expression du SDC-1, nous 

avons initié une étude sur l’implication de la signalisation œstrogénique dans la régulation 

de son clivage protéolytique dans les cellules de carcinome mammaire MCF7. Le 

« shedding » du SDC-1 dans le cancer du sein est encore peu étudié comparé aux 

myélomes. Cependant, il a été mis en évidence dans ces cellules que l’ectodomaine du 

SDC-1 est impliqué dans la TEM et favorise l’invasion ainsi que l’angiogenèse, mais 

diminue la prolifération de ces cellules (Nikolova et al., 2009).  

Le SDC-1 peut, à la suite de l’assemblage des chaines d’HS et de CS au niveau de son 

ectodomaine, être adressé à la membrane plasmique où il sert de corécepteur et de 

récepteur matriciel (Couchman, 2010; Stepp et al., 2015). À la membrane, l’ectodomaine 

du SDC-1 peut être clivé suite à l’activation de la protéine G Rab5 (Hayashida et al., 

2008b) ou via l’activation d’enzyme protéolytique (métalloprotéases, ADAMs, 

thrombine, plasmine) (Manon-Jensen et al., 2013; Pruessmeyer et al., 2010; Subramanian 

et al., 1997). Le clivage du SDC-1 est ainsi réprimé via les TIMP qui régulent l’activité 

des MMP, mais aussi par la présence des chaines d’HS qui inhibent également l’activité 

de MMP-9 (Purushothaman et al., 2008; Ramani et al., 2012).  

Lors de ce travail, nous avons orienté nos recherches sur l’étude de l’HPSE, une 

endo-β-glucuronidase qui coupe les chaines d’HS et favorise le clivage du SDC-1 (Yang 

et al., 2007), ainsi que sur l’expression des MMP et des TIMP. 

Les résultats présentés ne sont que des résultats préliminaires devant être confirmés et 

poursuivis. 
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 Expression de l’HPSE 

Comme explicité dans la partie introductive, l’axe protéique du SDC-1 peut être clivé 

suite à la dégradation de ses chaines d’HS par l’HPSE. Nous avons donc évalué, en 

réponse à l’œstradiol, l’expression de l’ARNm de HSPE par qRT-PCR et du précurseur 

protéique de l’HPSE, la pré-proHPSE (68,5 kDa) par western blot. 

L’expression des messagers codant pour l’HSPE a été évaluée après une stimulation de 6 

et 24 h avec des doses croissantes d’E2 (Figure 31). Quelle que soit la durée de traitement 

ou la dose d’E2 utilisée, nous montrons une absence de variation significative du taux 

d’expression de l’HSPE.  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 31 : Expression génique de l’HPSE  

L’expression de l’HPSE a été évaluée par qRT-PCR à la suite de la stimulation des cellules MCF7 avec des doses 

croissantes de 17β-estradiol pendant 6 h et 24 h. L’expression des messagers a été normalisée avec la GAPDH et 

comparée à la condition contrôle sans œstrogènes à 6 ou 24 h (méthode des 2^-Ct). L’effet dose a été analysé par 

une ANOVA suivie d’un test post hoc de Dunett (* P < 0.05 ; n = 3). 
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L’expression protéique de la pré-proHPSE a été évaluée suite à une stimulation des 

cellules MCF7 pendant 1 à 24 h avec 0,1 nM d’E2. Les résultats présentés dans la 

figure 32, bien que préliminaires (n=1), suggèrent une chute drastique du précurseur de 

l’HPSE après une heure de stimulation (94 %) suivi d’une ré-expression progressive dès 

3 h. Après 24 h de stimulation à l’E2, une augmentation de 70 % de la pré-proHPSE par 

rapport au niveau basal est observée.  

.  
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Figure 32 : Expression protéique de la pré-proHPSE  

Les cellules MCF7 ont été privées d’œstrogènes dans un milieu MEM pendant 5 J puis stimulées avec 0,1 nM 

d’œstradiol pendant 1 à 24 h. Les protéines du lysat cellulaire ont été séparées sur gel de polyacrylamide et 

transférées sur une membrane de nitrocellulose. L’HPSE et l’actine ont ensuite été mis en évidence par l’utilisation 

d’un anticorps anti-HPSE et anti-actine. L’expression protéique de la pré-proHPSE a été quantifiée puis corrigée 

avec l’actine pour chaque dépôt et comparée à l’expression de la pré-proHPSE dans la condition contrôle. (n=1). 
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 Maturation des formes latentes de l’HPSE  

Nous avons ensuite étudié sur un temps court, la maturation des différents précurseurs de 

l’héparanase suite à une stimulation des cellules MCF7 pendant 30 min avec 0,1 nM d’E2. 

L’enzyme mature est formée de 2 chaines polypeptidiques de 50 et 8 kDa chacune, 

lesquelles sont issues du double clivage protéolytique de la pro-HPSE (65 kDa). Elle est, 

elle-même issue du clivage du peptide signal de la pré-proHPSE (68,5 kDa).  

La maturation de l’HPSE, entre l’état basal et stimulé par l’œstradiol, a été évaluée en 

comparant l’intensité de la bande à 50 kDa correspondant à une des 2 chaines de l’HPSE 

mature à l’intensité de la bande à 68,5 kDa correspondant à la pré-proHPSE (Figure 33). 

L’analyse du ratio HPSE 50 kDa/pré-proHPSE montre une augmentation moyenne de 

celui-ci de 50 % qui n’est cependant pas significative en raison d’une très grande 

variabilité de la réponse à l’E2 sur les 3 expériences indépendantes.  

 

 

 

 

 

   

  

Figure 33 : Maturation de la pré-proHPSE 

La maturation de la pré-proHPSE a été évaluée par western blot à la suite du traitement des cellules MCF7 avec 

0,1 nM d’œstradiol pendant 30 min. La bande à 50 kDa a été indiquée par une flèche alors que celle à 68,5 kDa 

correspondant à la pré-prohéparanase a été indiquée par une étoile. La maturation de l’HPSE suite à la stimulation 

par l’œstradiol a été évaluée en déterminant le ratio HPSE mature/proHPSE. (Test de student ; n=3). 
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 Régulation de l’expression des MMP et TIMP par l’œstradiol 

Nous avons évalué l’expression génique de différentes MMP (-2, -7, -9 et -14) et de leurs 

inhibiteurs, les TIMP (-1, -2 et -4), dans les cellules MCF7 traitées ou non par de l’E2 

seule ou par la combinaison E2+ICI. Les résultats sont résumés dans le tableau ci-dessous 

(Tableau 10). Nous observons sur 2 expériences indépendantes l’absence d’expression de 

la MMP-2 et un niveau d’expression très faible des MMP-7 et -9. L’expression de 

MMP-14, bien que supérieure aux autres MMP mesurées, reste faible. Aucune 

modification d’expression des MMP n’a pu être observée en présence d’E2. Inversement, 

TIMP-1, un inhibiteur d’ADAM 10 et de MMP-9, et TIMP2 sont fortement exprimés à 

l’état basal dans les cellules MCF7. Leur expression est inhibée suite à un traitement de 

24 h avec de l’œstradiol. Cette inhibition induite par l’E2 apparaît également bloquée en 

présence d’ICI.  

La dégradation d’ERα par l’ICI semble empêcher la régulation œstrogéno-dépendante de 

TIMP-1 et TIMP-2.  

Tableau 10 : Expression des MMP et des TIMP dans les cellules MCF7 

 

 
Expression 

basale 

moyenne 

Variation du niveau de messager par rapport à 

la condition contrôle 

En présence d’E2  
En présence d’E2 et 

d’ICI 

MMP-7 < 0,0001 - - 

MMP-9 < 0,0001 - - 

MMP-14  

(MT1-MMP) 
0,0003 +49 % +53 % 

TIMP-1 0,1405 -26 % ± 1,4 % +2% ± 0.1 % 

TIMP-2 0,0465 - 47 % ± 0,7 % + 1% ± 18 % 

TIMP-4 < 0,0001 - - 

 

Les cellules MCF7 ont été laissées dans un milieu MEM ou pré-traitées pendant 24 h avec 10 nM d’ICI avant d’être 

stimulées 24 h avec 0,1 nM d’E2. L’expression basale des différents messagers d’intérêt a été évaluée par rapport à la 

GAPDH (2-Ct). La variation de la quantité de transcrits par rapport à la condition contrôle a été déterminée suite aux 

traitements E2 ou E2+ICI (variation moyenne ± SEM) (MMP-14 n=1 ; TIMP-1, -2 n=2).  
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 Évaluation du clivage protéolytique du SDC-1 

Le clivage protéolytique du SDC-1 dans les cellules MCF7 a été évalué en cytométrie en 

flux (Figure 34).  

Les cellules préalablement fixées puis perméabilisées ont été marquées avec un anticorps 

dirigé contre le domaine intracellulaire et un anticorps dirigé contre l’ectodomaine du 

SDC-1. Le ratio FL1/FL6 a été déterminé. Ce dernier correspond à l’intensité de 

fluorescence du SDC-1 au niveau de la partie intracellulaire (mesurée via FL1) rapporté 

à l’intensité de marquage de l’ectodomaine (mesurée par FL6). Ce rapport permet ainsi 

d’évaluer le clivage de l’ectodomaine (augmentation du ratio). Nous montrons sur 

2 expériences indépendantes que la stimulation des cellules MCF7 avec 0.1 nM d’E2 

pendant 24 h augmente le clivage de l’ectodomaine.  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 34 : Évaluation du clivage protéolytique du SDC-1 par cytométrie en flux 

Les cellules MCF7 ont été laissées en condition contrôle dans un milieu dépourvu d’œstrogène (milieu MEM) ou 

traitées avec 0,1 nM d’E2. Au bout de 24 h, les cellules ont été fixées, perméabilisées puis le SDC-1 a été marqué 

avec deux anticorps l’un dirigé contre un épitope extracellulaire (B-A38) et l’autre reconnaissant un épitope 

intracellulaire (C-20). Ces deux anticorps primaires sont chacun reconnus par un anticorps secondaire couplé à un 

Alexa Fluor ®. La fluorescence de chaque cellule est mesurée en cytométrie en flux.  
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 Discussion 

L’HPSE est une endoglucosidase qui permet le clivage des chaines d’HS. Il a été montré 

que cette enzyme régule l’expression génique du SDC-1 (Mahtouk et al., 2007a). L’HPSE 

est synthétisée sous la forme d’un ARNm précurseur, lequel une fois traduit en protéine 

subit plusieurs clivages successifs lui permettant d’acquérir sa maturité fonctionnelle 

(Fux et al., 2009; Zetser et al., 2004). 

Le promoteur de l’HPSE peut être activé par l’œstradiol dans les cellules MCF7, 

augmentant ainsi son expression génique (Elkin et al., 2003). Ces effets transcriptionnels 

sont associés à la liaison d’ERα (activé par l’E2) au niveau d’une séquence promotrice 

contenant un ERE (Cohen et al., 2007; Elkin et al., 2003). L’expression génique de 

l’HPSE peut être induite par le tamoxifène indépendant de l’E2 (Cohen et al., 2007).  

Dans notre étude, nous ne montrons pas d’augmentation significative de l’expression du 

messager codant pour l’HPSE suite à une stimulation de 6 h ou 24 h avec 1 nM d’E2. Les 

travaux d’Elkin et collaborateurs ont montré, après une stimulation de 1 nM pendant 24 h, 

une augmentation de l’activité luciférase d’une construction possédant le promoteur de 

l’HPSE. Pourtant, l’augmentation d’expression endogène de l’HPSE dans les cellules 

MCF7 n’est observée qu’après 8h de stimulation par l’E2 (Elkin et al., 2003).  

Ainsi, l’absence de réponse à l’E2 observée dans ce travail pourrait résulter d’un mauvais 

« timing » à 6 h et être liée à une 1/2 vie courte des messagers de l’HPSE et/ou à une 

traduction rapide, et à une observation trop tardive des effets de l’E2 à 24 h. Il sera donc 

nécessaire de refaire ces expériences en adaptant le temps d’exposition à l’E2. Il pourra 

aussi être envisagé d’utiliser un inhibiteur de la synthèse protéique pour évaluer 

l’accumulation du messager.  
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L’expression de l’HPSE est aussi sous le contrôle des facteurs de transcription de la 

famille NF-κB (Hadigal et al., 2015). Il a été montré que ces facteurs de transcription 

pouvaient également induire l’expression du SDC-1 (Watanabe et al., 2006) et celle de la 

métalloprotéase MMP-9 favorisant ainsi son clivage protéolytique (Oh et al., 2009). 

Certaines molécules utilisées en chimiothérapie augmentent l’expression de ce facteur de 

transcription (Ramani et al., 2016). Ainsi, la chimiothérapie peut à la fois favoriser 

l’expression du SDC-1 ainsi que son clivage (Ramani and Sanderson, 2014), lequel est 

associé à l’augmentation de la TEM dans les cellules mammaires (Nikolova et al., 2009; 

Yang et al., 2007). De plus, il a été montré que le SDC-1 soluble, grâce à la présence de 

chaines d’HS sert de co-récepteur au facteur de croissance Hb-EGF (Higashiyama et al., 

1993; Wang et al., 2014). Dans ce contexte, le SDC-1 favorise l’activation du récepteur 

à l’EGFR et l’activation de la voie Ras/Raf/MEK/ERK qui est impliquée dans l’invasion, 

la migration, l’adhésion et la régulation du cycle cellulaire et plus particulièrement de la 

transition G1/S favorisant ainsi la résistance des cellules à la chimiothérapie (Chen et al., 

2012; Mythreye and Blobe, 2009; Wang et al., 2014). 

L’étude de l’expression protéique de l’HPSE suggère, sur une seule expérience, une chute 

drastique du niveau protéique de la pré-proHPSE observée dans la 1ère heure suite à une 

stimulation avec l’E2 mais serait en faveur, à long terme, d’une augmentation de la 

quantité de cette protéine. Cette baisse pourrait être expliquée par une augmentation du 

niveau de maturation de ce précurseur. Pourtant, il n’a été montré aucune augmentation 

significative des formes maturées du précurseur de l’HPSE dans les cellules MCF7 suite 

à une stimulation de 30 min par l’œstradiol. Là encore, il est nécessaire de poursuivre ces 

expériences en contrôlant la variabilité observée dans la réponse à l’E2 et l’état basal de 

maturation de l’HPSE.  
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Il est décrit dans la littérature que l’activité enzymatique de l’HPSE facilite le clivage 

protéolytique de l’ectodomaine du SDC-1 (Yang et al., 2007). Nous montrons sur deux 

expériences indépendantes, une augmentation de ce clivage, cependant celui-ci reste 

faible. Pour confirmer ces résultats, les chaines d’HS présentes dans le surnageant de 

culture pourront être quantifiées par test ELISA. Dans nos conditions expérimentales, 

l’absence de régulation par l’E2 de l’HPSE, tant au niveau transcriptionnel qu’au niveau 

de sa maturation, est cohérente avec un « shedding » limité du SDC-1. En effet, les 

données bibliographiques suggèrent que l’E2, en activant l’HSPE et l’élimination des 

chaînes d’HS, favorise le clivage protéolytique de l’ectodomaine du SDC-1 par les 

métalloprotéases matricielles. Il peut aussi être suggéré que sous nos conditions 

expérimentales, l’activité et l’expression des enzymes protéolytiques impliquées dans le 

clivage du SDC-1 ne soient pas induites par l’E2. Les MMP -2, -7 ainsi que la MMP-9 

sont impliquées dans le clivage protéolytique du SDC-1 (Manon-Jensen et al., 2013). 

Les cellules de la lignée MCF7 sont considérées comme des cellules peu invasives 

possédant un faible potentiel métastatique. En effet, l’analyse de l’expression de trois 

MMP (-7, -9 et -14) n’a permis de mettre en évidence qu’une très faible expression de la 

MMP-14. Cette dernière est impliquée dans la maturation de la MMP-2 et lui permet ainsi 

de passer d’une forme pro-active à une forme active (Wang et al., 2000). D’autres travaux 

soutiennent nos résultats. En effet, ceux-ci montrent que les cellules MCF7 expriment 

faiblement les MMP (MMP-2, -9 -14) comparées à d’autres cellules issues de lignées 

tumorales mammaires plus invasives (Figueira et al., 2009; Köhrmann et al., 2009). Il a 

également été montré que dans les cellules MCF7, l’expression de TIMP-1 et -2 est 

également abaissée (Figueira et al., 2009). De plus, l’inhibition œstrogéno-dépendante de 

l’activité des collagénases de type 4 (MMP-2 et MMP-9) a déjà été observée dans les 

cellules MCF7 (Bouris et al., 2015; Carreau et al., 2008; Kousidou et al., 2004; Nilsson 

et al., 2007).  



Résultats : Implication de l’œstradiol dans le clivage protéolytique du SDC-1 

177 

Une étude récente a mis en évidence que l’expression des métalloprotéases (-1, -2, -8, -9, 

-10, -11, -12, -13, -15, -19, -23, -24, -27 et -28) était fortement augmentée dans le tissu 

mammaire cancéreux par rapport au tissu sain au contraire de la MMP-7 qui est 

diminuée (Köhrmann et al., 2009). Lors de la carcinogenèse mammaire, la concentration 

plasmatique en MMP-9 augmente, en moyenne d’un facteur 2,3, chez les patientes 

atteintes d’un cancer du sein (Zucker et al., 1993). Il apparaît également que l’expression 

de certaines MMP (-8, -10, -12, -27) est corrélée au grade de la tumeur (Köhrmann et al., 

2009).  

Dans le sérum de patients atteints par un cancer colorectal, le niveau d’expression du 

SDC-1 est corrélé à celui de la MMP-7 (Wang et al., 2014). Cette métalloprotéase peu 

exprimée dans le tissu mammaire cancéreux (Köhrmann et al., 2009) a une activité 

régulée par le FGF-2 lequel peut être lié aux chaines d’HS (Ding et al., 2005). Ce facteur 

de croissance est également impliqué dans la libération stromale des MMP-2 et -9 (Strutz 

et al., 2002). Dans les cellules rénales, le FGF-2 peut, via la présence de l’HPSE, induire 

l’activité de la voie PI3K/Akt et favoriser la TEM (Masola et al., 2012).  

Les MMP-2 et -9 sont impliquées dans le TEM, suite à la dégradation du collagène, et 

favorisent la migration cellulaire, l’invasion et la formation de métastases. L’E2 régule 

également l’expression et l’activité des MMP en diminuant l’expression de TIMP-1 mais 

n’a, cependant, aucun effet sur l’expression de TIMP-2 (Afratis et al., 2017).  

Nous avons montré que le niveau d’expression du SDC-1 est diminué au niveau protéique 

dès 24 h d’exposition avec l’E2 à des concentrations habituellement retrouvées dans le 

tissu cancéreux mammaire. D’après Elkin, l’E2 augmente l’expression génique de 

l’HPSE, laquelle coupe les chaines d’HS qui régulent la transcription génique, le cycle 

cellulaire, l’expression et l’activité de la MMP-9 et le clivage du SDC-1 (Kovalszky et 

al., 2014; Purushothaman et al., 2008, 2011). 

Toutefois, cette étude soulève la question de l’importance des effets biologiques du 

clivage protéolytique du SDC-1 suite à une stimulation par l’œstradiol. En effet, une 

imprégnation continue des cellules ER+ avec l’E2 doit sensiblement diminuer 

l’expression du SDC-1 membranaire et ainsi diminuer les conséquences biologiques du 

« shedding ».
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Les travaux réalisés au laboratoire ont montré que la surexpression du SDC-1 dans les 

cellules KGN (cellules cancéreuses de granulosa humaine) induisait une inhibition à la 

fois de la synthèse endogène d’œstrogènes, de l’expression d’Erβ et de la croissance 

cellulaire en augmentant la proportion de cellules en phase G0/G1 (Colombe et al., 2017). 

Au vu de ces résultats, des données bibliographiques suggérant un antagonisme 

fonctionnel entre la signalisation œstrogénique et le SDC-1 (Barbareschi et al., 2003) et 

des résultats précédemment exposés, nous avons voulu étudier les conséquences de la 

variation de l’expression du SDC-1 sur la signalisation œstrogénique et sur les processus 

tumorigéniques œstrogéno-induits dans les cellules tumorales mammaires MCF7. 

Pour cela nous avons développé un modèle de surexpression stable du SDC-1 

(transfection d’un plasmide de surexpression du SDC-1) et d’extinction par siRNA dans 

les cellules de la lignée MCF7. 
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Le cancer du sein est la première cause de décès par cancer chez la femme en France 

(Binder-Foucard et al., 2014). La caractérisation moléculaire de la tumeur associée à son 

évaluation anatomo-pathologique a permis l’amélioration de la prise en charge des 

patientes en orientant les stratégies thérapeutiques (Rivenbark et al., 2013). En effet, la 

mise en place du diagnostic moléculaire a permis de caractériser au niveau de celle-ci, la 

présence ou non des récepteurs aux œstrogènes (ER) et à la progestérone (PR) ainsi que 

le niveau d’expression du récepteur HER2.  

De nombreuses approches thérapeutiques, dans la prise en charge du cancer du sein, 

visent à empêcher l’activation des récepteurs aux œstrogènes α et β (codés respectivement 

par les gènes ESR1 et ESR2) afin de prévenir leurs effets biologiques, lesquels sont 

essentiels au développement et à la progression tumorale (Howell et al., 2004). Par 

exemple, l’activation d’ERα par l’œstradiol peut à la fois induire la voie génomique et les 

voies de signalisation kinasique (PI3K/Akt, MAPKs) (Marino et al., 2006) ayant pour 

conséquence la prolifération des cellules cancéreuses. Dans les cancers ER+, l’utilisation 

de modulateurs sélectifs des ER (tamoxifène) et/ou de molécules permettant leur 

dégradation (fulvestrant) se révèle donc très efficace dans le traitement du cancer du 

sein (Howell et al., 2004). 

Cependant, 30 % des patientes présentent une tumeur de type ER(-) (DeSantis et al., 

2011), c’est-à-dire que les cellules cancéreuses n’expriment pas ERα66, et sont ainsi 

insensibles à ces thérapies. Ces tumeurs décrites comme très agressives présentent un 

index mitotique élevé et sont associées à un facteur de mauvais pronostic (MdPaiman et 

al., 2014). Ainsi, chez les patientes présentant une tumeur ER(-), ou dans le cas de 

résistance de novo ou acquise aux anti-œstrogènes, d’autres cibles doivent être identifiées 

pour stopper la progression tumorale. La mise en place d’une nouvelle stratégie 

thérapeutique peut impliquer d’autres classes d'hormonothérapies et/ou de 

chimiothérapies. 

Dans les cancers ER (+), la résistance à l’hormonothérapie peut avoir plusieurs origines 

dont la perte d’expression d’ERα, une dérégulation des voies kinasiques ou peut être due 

à un effet agoniste des SERM (Girault et al., 2006; Osborne and Schiff, 2011). Ainsi, dans 

le cancer du sein et de l’utérus, le tamoxifène peut induire l’activité transcriptionnelle 

d’ERα66 via le recrutement de co-activateurs transcriptionnels (Girault et al., 2006; 

Shang, 2006). 
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En parallèle de la dépendance hormonale, l’acquisition par la cellule de propriétés 

tumorigéniques est aussi dépendante de son interaction avec la matrice extracellulaire, 

via des récepteurs matriciels comme le syndécane-1. Ce protéoglycane transmembranaire 

à héparane sulfate est capable d’interagir à la fois avec la matrice et les cellules adjacentes 

et peut servir de co-récepteur aux facteurs de croissance et de partenaire aux intégrines. 

Il contrôle ainsi des processus cellulaires tels que l'adhésion, l'invasion et la prolifération 

cellulaire (Couchman, 2010). Le SDC-1 peut également réguler la signalisation 

intracellulaire et être transloqué dans le noyau où il régule la transcription génique 

notamment celles des gènes régulant le cycle cellulaire (Stewart et al., 2015; Szatmári et 

al., 2012). Dans le cancer du sein, le syndécane-1 est associé à un facteur de mauvais 

pronostic (Stanley et al., 1999). En effet, l’augmentation de son expression est associée à 

une augmentation de l’index mitotique, de la taille et du grade histologique de la tumeur 

ainsi qu’à une mauvaise réponse à la chimiothérapie (Baba et al., 2006; Barbareschi et 

al., 2003; Götte et al., 2006). 

Le syndécane-1 et les ER sont tous deux décrits comme des gardiens du phénotype 

épithélial (Leppa et al., 1996; Park et al., 2008). Ils peuvent également intégrer des 

signaux environnementaux, interagir avec la signalisation kinasique et les voies 

génomiques (Bernfield et al., 1999). Dans les cancers les plus agressifs, le statut ER(-) 

est corrélé à une expression élevée du syndécane-1 (Baba et al., 2006; Barbareschi et al., 

2003). Même si cette corrélation inverse a été établie, il serait faux de surinterpréter ces 

résultats et dire que tous les cancers ER(-) surexpriment le SDC-1. En effet, l’évolution 

des technologies et le développement des puces à ARN ont permis d’analyser le 

transcriptome des tumeurs mettant ainsi en évidence la diversité phénotypique des 

cancers du sein (Perou et al., 2000; Sørlie et al., 2001). Ainsi, les tumeurs ER(-) 

regroupent plusieurs sous-types tumoraux qui ne présentent pas les mêmes 

caractéristiques moléculaires, de survie ou de réponse aux traitements. De plus, au sein 

d’un même sous-type, il existe encore une grande hétérogénéité (Vuong et al., 2014; 

Weigelt et al., 2010).  
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Ce paradoxe d’une surexpression du SDC-1 dans des cellules ayant perdu leur phénotype 

épithélial au profit d’un phénotype mésenchymateux est sans doute à relier aux 

« shedding » du SDC-1, lequel caractérise les carcinomes mammaires de plus mauvais 

pronostic (Leivonen et al., 2004). En effet, le clivage protéolytique du syndécane-1 peut 

libérer la région extracellulaire (ectodomaine) qui porte les chaines d'HS. Le clivage du 

syndécane-1 est favorisé par l’héparanase, une enzyme qui dégrade les chaines 

d’héparane sulfate, et qui favorise l’activation des métalloprotéinases matricielles 

(MMP-9) (Jung et al., 2016; Purushothaman et al., 2008; Ramani et al., 2012). Celles-ci 

peuvent ainsi libérer dans l’environnement des molécules telles que des facteurs de 

croissance, des cytokines et des enzymes impliquées dans l'invasion tumorale et 

l’angiogenèse (Bernfield et al., 1999; Stepp et al., 2015). 

Ainsi des mécanismes moléculaires coordonnés impliquant l’axe 

syndécane-1/héparanase et la signalisation œstrogénique pourraient contrôler le 

phénotype épithélial et l’agressivité des tumeurs et ainsi être impliqués dans les processus 

carcinogéniques.  

Ce travail de thèse a eu pour objectif d’étudier l’existence d’un potentiel dialogue entre 

la signalisation œstrogénique et le SDC-1 dans des cellules de carcinome mammaire 

ER(+). Ces objectifs ont été formulés en 3 questions ; 

 Les œstrogènes peuvent-ils réguler l’expression du SDC-1 dans les cellules 

tumorales mammaires? Et si oui, comment ? 

 Les modifications post-traductionnelles du SDC-1 impliquent-elles la 

signalisation œstrogénique ? 

 En retour, le SDC-1 influence-t-il la réponse des cellules cancéreuses 

mammaires aux œstrogènes ? Est-il impliqué dans la variation d’expression 

des récepteurs aux œstrogènes, et dans la résistance à l’hormonothérapie ? 
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Nos résultats montrent une inhibition dose-dépendante de l’expression du syndécane-1 

par l’œstradiol observable après un minimum de 12 h de culture dans un milieu dépourvu 

d’œstrogènes (MEM sans rouge de phénol contenant 10 % de sérum de veau fœtal 

destéroïdé). Dans ces conditions, aucune modification de l’expression de l’héparanase 

n’a été observée alors que la réponse aux œstrogènes est confirmée par une augmentation 

d’expression du récepteur à la progestérone. Cette répression transcriptionnelle, 

œstrogéno-induite, se traduit par une diminution marquée de l’expression protéique du 

syndécane-1 (observée par microscopie confocale) à la surface des cellules MCF7 traitées 

par l’œstradiol.  

L’utilisation d’agonistes/antagonistes spécifiques des différents récepteurs des 

œstrogènes (ERα, ERβ et GPER) désigne ERα comme le médiateur principal de l’action 

d’E2. Ces résultats ont été confirmés par l’utilisation d’un antagoniste pur des ER, 

l’ICI 182,780 (fulvestrant) qui en induisant la dégradation des ERα augmente 

l’expression génique et protéique du SDC-1. De plus l’ICI, comme le tamoxifène 

abolissent tout deux les effets inhibiteurs de l’œstradiol sur l’expression du syndécane-1.  

Malgré l’absence d’élément de réponse ERE sur le promoteur du gène codant pour le 

SDC-1 (Hinkes et al., 1993; Vihinen et al., 1996), nous avons montré l’importance de 

l’activation des effets transcriptionnels d’ERα dans l’inhibition de l’expression du 

SDC-1, laquelle se trouve réduite par le tamoxifène. En effet, son utilisation empêche 

l’activation du domaine AF-2 prévenant, ainsi, le recrutement de co-activateurs 

transcriptionnels essentiels à l’assemblage de la machinerie transcriptionnelle 

(Brzozowski et al., 1997; Hall and McDonnell, 2005; Shang et al., 2000). Nos résultats 

suggèrent que ces effets transcriptionnels soient nécessaires à la synthèse d’un 

intermédiaire protéique lequel serait impliqué dans la répression transcriptionnelle du 

SDC-1 ou dans l’augmentation du turn-over du transcrit codant pour celui-ci (diminution 

de la demi-vie).  

La répression œstrogéno-dépendante des gènes passe soit par une déstabilisation de la 

machinerie transcriptionnelle (recrutement de co-répresseurs), par une synthèse de 

mi-RNA (Frasor et al., 2003; Klinge, 2015) ou par la compétition qui s’exerce entre les 

différents récepteurs nucléaires pour interagir et recruter les différents co-activateurs 

nécessaires à l’assemblage du complexe initiateur de la transcription. 
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Plusieurs données bibliographiques suggèrent que le SDC-1 puisse être régulé par ERα 

de façon indépendante de la synthèse de novo d’un intermédiaire protéique. En effet, il a 

été montré que le récepteur ERα inhibe les effets transcriptionnels du facteur de 

transcription PPARγ en l’empêchant de recruter des co-activateurs transcriptionnels 

(Jeong and Yoon, 2011). Ainsi l’activation de la signalisation œstrogénique pourrait 

empêcher la formation du complexe transcriptionnel suite à la liaison de PPARγ avec 

l’élément de réponse PPRE, présent sur le promoteur du SDC-1, lequel est composé de 

deux séquences DR-1 (Direct Repeat 1) (Sun et al., 2008).  

La signalisation œstrogénique peut aussi servir de relais à d’autres signalisations, comme 

celle initiée par le farnesol. Le récepteur du farnesol peut suite à son activation, lier le 

demi-élément de réponse DR-1 (Anisfeld et al., 2003) et ainsi, potentiellement, empêcher 

la liaison de PPARγ et l’expression du SDC-1. Il a également été montré que cette 

signalisation peut induire l’activité des ER permettant ses effets prolifératifs (Journe et 

al., 2007) et renforçant ainsi l’effet inhibiteur de l’œstradiol sur l’expression du SDC-1. 

En conséquence dans les cellules ER-, le farnesol n’a pas d’effet prolifératif.  

Nos travaux n’ont pas montré l’implication des voies de signalisation ERK1/2, PI3K, 

PKA et JNK dans l’inhibition E2-dépendente du SDC-1. Inversement le traitement par le 

Bay, un inhibiteur des kinases IKK empêche les effets inhibiteurs de l’E2 sur l’expression 

du SDC-1. En effet, la phosphorylation activatrice de la Ser118 présente au niveau du 

domaine AF-1 d’ERα66 par IKKα semble nécessaire pour induire la répression ligand-

dépendante du SDC-1. De plus, nos résultats suggèrent que la kinase IKKα, en 

phosphorylant ER permettrait de le stabiliser sous forme active et d’empêcher sa 

dégradation par le protéasome maintenant ainsi l’activité inhibitrice du complexe E2/ERα 

sur l’expression du SDC-1.  

Il a été montré que les cancers ER+/PR+/HER2+ surexprimaient le SDC-1 (Lim et al., 

2014). De plus de façon surprenante, nous avons observé que le niveau d’expression basal 

du SDC-1 dans les cellules MCF7 est supérieur à celui des cellules MDA-MB-231 alors 

que nous avons clairement mis en évidence que ERα de façon basale ou induite par l’E2 

inhibe l’expression du SDC-1. Ces données ont été confirmées par Benad-Meher (Benad-

Mehner et al., 2014). Ces résultats peuvent être expliqués par des différences génétiques, 

en effet nos cellules sont issues de l’épanchement pleural d’une femme caucasienne, alors 
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que l’étude de Lim a porté sur une population de femme asiatique. De même, les cellules 

MCF7 sont des cellules décrites comme luminal A alors que les cellules MDA-MB-231 

sont décrites comme triples négatives (Neve et al., 2006). Ces dernières ne présentent pas 

les mêmes capacités invasives, de prolifération et de réponse à l’hormonothérapie, de plus 

elles possèdent des caractéristiques moléculaires propres.  

Bien que participant à la carcinogenèse mammaire, l’utilisation du SDC-1 comme 

marqueur pronostic dans le cancer du sein se révèle complexe et soumise à discussion. 

En effet dans le cancer du sein, il est à la fois décrit comme un facteur de mauvais 

pronostic quand il est surexprimé (Lendorf et al., 2011; Stanley et al., 1999) mais aussi 

de bon pronostic quand celui-ci est exprimé à la membrane des cellules tumorales 

(Loussouarn et al., 2008). Ces résultats à priori paradoxaux, trouvent leur explication dans 

la localisation tissulaire du syndécane-1 laquelle induit des effets spécifiques sur le 

comportement cellulaire et la progression tumorale. (Tiemann et al. 2014). La conversion 

du SDC-1 d'une forme liée à la membrane en une molécule soluble marque le passage 

d'un phénotype prolifératif à un phénotype invasif (Nikolova et al., 2009).  

Même si le SDC-1 apparaît difficilement utilisable comme facteur pronostic dans les 

carcinomes mammaires, il est cependant utilisé en routine comme marqueur diagnostic 

du myélome multiple (Wijdenes et al., 1996). Dans le myélome, l’augmentation de 

l’expression du syndécane-1 est associée à une augmentation de son clivage 

protéolytique. Ainsi, le SDC-1 clivé peut être dosé par test ELISA à la suite d’un 

prélèvement sanguin (Seidel et al., 2000). Les patients présentant une forte expression 

d’HPSE, laquelle favorise le clivage de l’ectodomaine, ont une survie abaissée par rapport 

à ceux l’exprimant plus faiblement (Mahtouk et al., 2007a). L’HPSE est associée à une 

augmentation de la formation de métastases osseuses et de l’angiogenèse (Kelly et al., 

2003; Yang et al., 2005). 

Comme nous l’avons évoqué dans le paragraphe précédent, le rôle du SDC-1 dans le 

cancer du sein est étroitement lié à sa localisation cellulaire, son clivage protéolytique lui-

même dépendant de l’expression et de l’activité de l’HPSE, et des métalloprotéases. Au 

vu de l’importance de la signalisation œstrogénique dans la régulation transcriptionnelle 

du SDC-1, il était essentiel de mieux comprendre les effets des œstrogènes sur les 

mécanismes de régulation post-traductionnels pouvant affecter le métabolisme du SDC-1.  
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Nos résultats préliminaires associés aux données bibliographiques suggèrent que l’E2 

puisse augmenter le clivage protéolytique du SDC-1. Bien que nous n’ayons pas 

clairement mis une évidence une augmentation de l’expression génique de l’HPSE et de 

sa maturation protéique. 

L’un des objectifs de ces travaux de thèse était d’identifier les conséquences d’une 

modification de l’expression du SDC-1 sur la signalisation œstrogénique et sur les 

processus œstrogéno-induits dont la prolifération. Nos résultats montrent que dans les 

cellules où le niveau d’expression du SDC-1 est artificiellement augmenté, la croissance 

cellulaire en réponse à une stimulation par l’E2 est réduite. Inversement, la perte 

d’expression du SDC-1 s’accompagne d’une augmentation de la prolifération œstrogéno-

induite. Cette baisse de sensibilité à l’œstradiol, observée dans le modèle de surexpression 

est imputable ni à une diminution de l’expression des récepteurs ERα, ni à une baisse de 

leur capacité à s’activer en réponse à l’œstradiol. Par contre, en présence d’E2, dans les 

cellules surexprimant le SDC-1, nous avons observé une diminution de la localisation 

nucléaire d’Erα.  

Cette rétention du récepteur ERα à l’extérieur du noyau suggère que le SDC-1 peut altérer 

sa navette nucléo-cytoplasmique (Tecalco-Cruz et al., 2017). Il a été mis en évidence une 

colocalisation du SDC-1 et d’ERα par microscopie confocale laquelle a pu être vérifiée 

en microscopie électronique à transmission, technique beaucoup plus résolutive 

(<nanomètre). Les résultats de ce travail suggèrent que le SDC-1 pourrait empêcher les 

effets transcriptionnels des ER en prévenant leur interaction avec l’ADN ou avec les 

facteurs de transcription. Cependant, nous ne montrons pas de modification d’expression 

des gènes œstrogéno-régulés, étudiés dans ce travail, suggérant ainsi que la surexpression 

du SDC-1 ne modifie pas la signalisation œstrogénique par les voies génomiques.  

Les effets d’une dérégulation de l’expression du syndécane-1 ne sont pas limités aux 

récepteurs de surface cellulaire, mais influencent aussi leurs effecteurs en aval. Ainsi, les 

modifications d’expression du syndécane-1 s’accompagnent d'une dérégulation des voies 

ERK/MAPK, PI3K/Akt ou p38/MAPK impliquées dans la régulation du cycle et de la 

survie cellulaire (Szatmari et al. 2012).  
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Dans les cellules myélomateuses, la surexpression du SDC-1 induit une dérégulation des 

voies kinasiques en liant via ses chaines d’HS différents ligands, dont l’AREG, l’HB-

EGF ou le NRG1. Le SDC-1 peut ainsi leur servir de corécepteur et faciliter ainsi 

l’activation des voies kinasiques associées (MAPK) (Mahtouk et al., 2007a, 2007b). Il a 

également été montré que l’œstradiol pouvait, via des effets à court terme passant par le 

récepteur GPER, augmenter la libération de l’HB-EGF (Biscardi et al., 1999; Filardo et 

al., 2000; Quinn et al., 2009). Ainsi, sur des temps courts l’œstradiol et le SDC-1 

pourraient avoir des effets synergiques sur l’activation des voies kinasiques.  

Les études réalisées sur le cancer du sein montrent que le niveau d’expression du SDC-1 

apparaît associé à une chimiorésistance (Barbareschi et al., 2003; Götte et al., 2006). Ainsi 

son ciblage pourrait améliorer la réponse à la chimiothérapie. De plus, il a été montré 

dans les tumeurs exprimant fortement le SDC-1 une corrélation inverse avec l’expression 

des récepteurs aux œstrogènes (Barbareschi et al., 2003; Leivonen et al., 2004). Nous 

montrons dans ces travaux de thèse que l’altération de l’expression du SDC-1 ne modifie 

pas le niveau d’expression génique et protéique d’ERα dans les cellules MCF7. 

Cependant, dans ces cellules la présence de ces récepteurs était nécessaire à l’inhibition 

de l’expression du SDC-1.  

Il a été mis en évidence dans les cellules cancéreuses ER(+) que le miR-10b, ciblant le 

messager codant pour le SDC-1 (Ibrahim et al., 2014), induit une résistance au tamoxifène 

et est associé à une augmentation des capacités invasives des cellules (Ahmad et al., 

2015). 

Dans le myélome multiple, de nombreuses études ont montré les effets bénéfiques d’un 

anticorps monoclonal dirigé contre le SDC-1 (Ikeda et al., 2009; Schönfeld et al., 2017). 

Cet anticorps appelé indatuximab ravtansine (BT062) couplé à un agent cytotoxique 

(maytansinoid DM4) peut être internalisé dans la cellule suite à sa liaison au SDC-1. Dans 

la cellule de myélome, le DM4 induit l’arrêt de la prolifération cellulaire et leur apoptose 

(Ikeda et al., 2009). Ainsi 56 % des patients porteurs d’un myélome multiple récidivant 

ou réfractaire traités par cet anticorps présentent un arrêt de la progression tumorale 

(Heffner et al., 2012). De plus, les effets bénéfiques de cet anticorps peuvent être 

amplifiés par sa combinaison avec le lénalidomide et la dexaméthasone (ORR à 78 %) 

(Kelly et al., 2014).  
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Il pourrait être intéressant de vérifier si les effets inhibiteurs des œstrogènes sur 

l’expression du SDC-1 observé dans les cellules de carcinome mammaire ou les 

conséquences de la dérégulation du SDC-1 sont transposables à d’autres cancers 

œstrogéno-dépendants tels que les cancers gynécologiques (endomètre, ovaires), mais 

également aux cancers du poumon, colorectal ou de la prostate. Les travaux récents, 

auxquels j’ai participé montre que dans le modèle de tumeur de la granulosa humaine 

(cellules KGN), la surexpression du SDC-1 s’accompagne entre autres d’une réduction 

de la croissance cellulaire et surtout d’un effondrement de la production d’œstrogènes 

(Colombe et al., 2017). De plus, l’expression génique du récepteur ERβ est aussi 

fortement réduite confirmant un lien privilégié entre la signalisation œstrogénique et le 

SDC-1. 

Dans le colon, la perte d’expression d’ERβ qui exerce un effet anti-inflammatoire, pro-

apoptique et s’oppose à la prolifération est ainsi associée à la carcinogenèse (Caiazza et 

al., 2015). Il apparaît également que le niveau d’expression du SDC-1 est réduit dans le 

carcinome colorectal (Day et al., 1999) pouvant suggérer un lien entre la perte d’ERβ 

dans ces cellules et la réduction du SDC-1. Dans le modèle pulmonaire, les formes de 

mésothélium pleural malin les plus agressives présentent un niveau d’expression du 

syndécane-1 et d’ER (Pinton et al., 2009) fortement réduits suggérant que la perte du 

phénotype épithélial et l’agressivité des tumeurs pourraient être liées à la dérégulation 

d’une boucle de contrôle entre ER et syndécane-1. 
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Les résultats obtenus au cours de cette thèse démontrent l’existence d’un dialogue entre 

la signalisation œstrogénique et l’axe syndécane-1/héparanase lequel pourrait influencer 

l'orientation phénotypique des cellules de carcinome mammaire. Ces résultats apportent 

des éléments concrets pour comprendre à la fois la corrélation entre la perte d’expression 

d’ERα et l’augmentation du SDC-1, tous deux facteurs de mauvais pronostic, et la 

surexpression du SDC-1 dans les tumeurs mammaires ER(-) n’exprimant pas ERα66. De 

plus, nos travaux suggèrent que le caractère agressif des tumeurs récidivantes, résistant à 

l’hormonothérapie, puisse être consécutif à une surexpression du SDC-1. En effet, le 

SDC-1 régule de nombreux processus cellulaires, responsables de la progression 

tumorale, tels que la prolifération, la migration ou l’angiogenèse. De par la présence de 

chaines d’HS et de sa localisation transmembranaire, le SDC-1 capte les signaux émis par 

le microenvironnement cellulaire et les intègre. Le SDC-1 influence ainsi l’organisation 

du cytosquelette, les voies de signalisation kinasiques pouvant permettre in fine la 

régulation de l’expression génique. De façon remarquable, les œstrogènes et leur 

récepteur ERα utilisent un mécanisme similaire au SDC-1 pour médier leurs effets 

tumorigéniques. Ainsi, si le blocage de la signalisation œstrogénique dans les tumeurs 

mammaires ER(+) est une approche thérapeutique validée, la dérégulation du 

métabolisme du SDC-1 (synthèse, maturation post-traductionnelle (shedding), 

dégradation) pourrait être une alternative pour les tumeurs ER(+) résistantes aux thérapies 

hormonales et les sous-types ER(-).  
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Résumé : Mise en évidence d’un dialogue entre la signalisation œstrogénique et le syndécane-1 

dans les cellules de carcinome mammaire humain MCF7 

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme. Sa croissance et sa progression sont 

dépendantes de signaux hormonaux, tels que les œstrogènes, et de l’interaction des cellules 

cancéreuses avec le microenvironnement matriciel. La perte d’expression du récepteur aux estrogènes 

ERα est un marqueur de mauvais pronostic et de non réponse à l’hormonothérapie. Dans ces tumeurs 

agressives, l’expression du SDC-1, un protéoglycane transmembranaire impliqué dans l’angiogenèse, 

la prolifération et l’invasion, est augmentée suggérant un antagonisme entre la signalisation 

œstrogénique et le SDC-1 dans ces tumeurs. En utilisant les cellules de carcinome mammaire ER(+) 

MCF7, nous avons montré que les œstrogènes via le récepteur ERα sont capables d’inhiber 

l’expression du SDC-1 par un mécanisme nécessitant une néosynthèse protéique et la phosphorylation 

d’ERα par la kinase IKK. Parallèlement, nos résultats montrent que la dérégulation de l’expression 

du SDC-1 affecte la réponse proliférative des œstrogènes dans les cellules MCF7 en modifiant la 

localisation subcellulaire d’ERα. Nos résultats montrent à la fois l’inhibition tonique et E2-induite de 

l’expression du SDC-1 par ERα dans les cellules MCF7 et la potentialité du SDC-1 à réduire la 

réponse œstrogénique de ces cellules. Ainsi, ces résultats sont autant d’arguments qui renforcent 

l'hypothèse d'un antagonisme entre la signalisation médiée par ERα et le SDC-1 lequel influencerait 

l'orientation phénotypique des cellules de carcinome mammaire.  

Mots clés : Signalisation œstrogénique, Syndécane-1, Récepteur aux œstrogènes, Cancer du sein, 

MCF7 

Abstract : Evidence of a crosstalk between estrogenic signaling and syndecan-1 in human 

mammary carcinoma cells MCF7 

Breast cancer is the most common cancer in women. Its growth and progression depend on hormone 

signals, such as estrogens, and on interactions with the matrix microenvironment. The loss of the 

estrogen receptor ERα expression is a poor prognosis marker and predicts a resistance to antihormonal 

therapies. In these aggressive tumors, SDC-1 expression, a transmembrane proteoglycan involved in 

angiogenesis, proliferation and invasiveness is increased suggesting an antagonism between 

estrogenic signaling and SDC-1 in breast tumors. Using ER (+) MCF7 mammary carcinoma cells, 

we have shown that estrogens via the ERα are able to inhibit the expression of SDC-1 by a mechanism 

requiring protein synthesis and phosphorylation of ER by the IKK kinase. Additionally, our results 

show that dysregulation of SDC-1 expression affects the proliferative response to estrogens in MCF7 

cells by altering the subcellular localization of ER. Our results show both a tonic and E2-induced 

inhibition of SDC-1 expression by ER in MCF7 cells and the potentiality of SDC-1 to reduce the 

estrogenic response of these cells. Thus, these results support the hypothesis that an antagonism 

between ERα signaling and SDC-1 which could influence the phenotypic orientation of mammary 

carcinoma cells. 

Key words : Estrogenic signalisation, Syndecan-1, Estrogen Receptor, Breast cancer, MCF7 


