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RÉSUMÉ 

Les voies apoptotiques sont fréquemment altérées chez les cellules cancéreuses du sein 

diminuant l'efficacité de la radiothérapie. L'acide linoléique conjugué (CLA), connu pour 

déclencher l'apoptose, a été testé comme radiosensibilisateur chez les cellules cancéreuses 

du sein MCF-7 et MDA-MB-231. Le CLA-mixte, constitué des isomères le CLA-9cis 

lltrans et le CLA-lOtrans 12cis, a été comparé à trois isomères purifiés, soit le CLA-9cis 

11 cis, CLA-9cis 11 trans et CLA-1 Otrans l 2cis. 

À l'aide du marqueur apoptotique YO-PR0®-1, le CLA-9cis l lcis à 50 µM s'est avéré le 

meilleur inducteur d'apoptose. Des niveaux d'apoptose 10 fois plus élevés chez les cellules 

MCF-7 et 2.5 fois plus élevés chez les cellules MDA-MB-231 ont été observés suite à l'ajout 

du CLA-9cis 1 lcis à 50 µM, comparativement au CLA-mixte où une faible induction de 

l'apoptose a été observée. Le CLA-9cis lltrans et le CLA-lOtrans 12cis n'ont pas induit 

d'apoptose chez les cellules cancéreuses du sein testées. Nos résultats suggèrent aussi que 

les deux principaux constituants du CLA-mixte, soit le CLA-9cis 1 ltrans et le CLA-10trans 

12cis ne sont pas impliqués dans l'induction de l'apoptose chez les carcinomes du sein 

étudiés. 

L'effet radiosensibilisateur des CLAs a ensuite été vérifié. Sans CLA, une dose de 5 Gy n'a 

pas induit d'apoptose chez les cellules MCF-7 et MDA-MB-231. L'ajout du CLA-9cis llcis 

ou du CLA-mixte a permis d'observer une apoptose radio-induite, le CLA-9cis 1 lcis étant 

environ 8 fois supérieure au CLA-mixte. Le CLA-9cis l lcis s'est aussi avéré être le meilleur 



radiosensibilisateur, bien que les isomères CLA-9cis 1 ltrans et le CLA-lOtrans 12cis ont 

aussi réduit la survie cellulaire après irradiation, mais en empruntant un mécanisme non relié 

à l'apoptose. L'effet radiosensibilisateur du CLA-9cis 1 lcis supporte son potentiel comme 

adjuvant combiné à la radiothérapie pour traiter les carcinomes du sein. 

Un autre problème chez les carcinomes du sein est qu'il y a régulièrement dissémination de 

cellules de la tumeur vers d'autres organes pour former des métastases. La capacité des 

CLAs à diminuer l'invasion des cellules tumorales a été vérifiée. Dans les essais chez la 

souris, le CLA-mixte et le CLA-9cis l lcis se sont avérés être les meilleurs inhibiteurs de la 

formation de nodules pulmonaires suite à l'injection intraveineuses de cellules 4Tl ayant 

préalablement été incubées avec les CLAs. L'incubation des cellules avec le CLA-9cis 

lltrans et le CLA-lOtrans 12cis n'a pas diminué le nombre de nodules pulmonaires chez la 

souris. Pour les essais in vitro dans les chambres d'invasion Boyden, les résultats ont 

confirmés ceux obtenus chez la souris; seuls les CLA-mixte et CLA-9cis llcis ont diminué 

la capacité d'invasion des cellules cancéreuses étudiées alors qu'aucune baisse n'a été notée 

pour les CLA-9cis 11 trans et CLA-1 Otrans 12cis. 

Puisque les MMPs sont impliquées dans le processus métastatique, l'expression de la MMP-

2 et de la MMP-9 a été vérifiée suite à l'incubation des cellules MDA-MB-231 aux différents 

CLAs. L'effet des CLAs sur l'expression de la MMP-9 n'a pu être vérifié à cause de la 

faible expression de la MMP-9 chez les cellules étudiées. Par contre, des résultats 

préliminaires ont montrés que les niveaux d' ARNm de la MMP-2 ont été significativement 

diminués pour le CLA-mixte de même que les trois isomères purifiés. L'inhibition du 

potentiel métastatique par le CLA-mixte et le CLA-9cis llcis pourrait donc être causée par 



une diminution de l'expression de certaines MMPs. Cette hypothèse devra cependant être 

confirmée en faisant de nouveaux essais sur l'expression de différentes MMPs. 

En conclusion, le CLA-9cis 1 lcis pourrait donc s'avérer très prometteur comme adjuvant à 

la radiothérapie de cancer du sein, en plus de diminuer la migration des cellules dans la 

matrice extracellulaire et la formation de métastases. 

Mots clés : cancer du sein, CLA, apoptose, métastases, radiosensibilisateur 



INTRODUCTION 

1. Cancer du sein 

1.1 Épidémiologie 

Au Canada une femme sur neuf risque de développer un cancer du sein au cours de sa vie et 

une femme sur vingt-sept risque d'en mourir dans les cinq premières années suivant le 

diagnostique. Le cancer du sein est donc le cancer féminin le plus souvent diagnostiqué au 

Canada et le deuxième en importance quant aux nombres de décès, le premier étant le cancer 

des poumons. En effet, selon Santé Canada, en 2003 21 1 OO nouveaux cas de cancer du sein 

seront diagnostiqués et 5300 femmes mourront de ce cancer (INSTITUT NATIONAL DU 

CANCER DU CANADA, 2003). 

1.2 Pathogénèse 

Le cancer du sein se développe principalement à partir des cellules épithéliales tapissant les 

acini et les canaux galactophores (figure 1). Comme c'est le cas pour tous les types de 

cancer, les causes du cancer du sein demeurent largement inconnues. Cependant, plusieurs 

facteurs peuvent influencer l'apparition du cancer du sein. Ces facteurs sont regroupés en 

trois catégories; les prédispositions génétiques et mutations, l'influence hormonale et les 

influences environnementales (KUMAR et al., 1997). 
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Figure 1 : Vue latérale d'une coupe sagittale du sein (LEE DA VIS et BRADLOW, 
1995). 

1.2.1 Prédispositions génétiques et mutations 

On estime qu'environ 5 % à 10 % des cancers du sein ont une origine familiale. En effet, 

certaines mutations dans des gènes suppresseurs de tumeurs comme BRCA-1, BRCA-2 et 

p53 peuvent être transmises de génération en génération (BENNETT et al., 2000). Outre 

l'origine familiale, certaines mutations peuvent survenir dans les cellules du sein pendant la 

vie d'une femme et provoquer par exemple une surexpression de protooncogènes tels que c-

erbB2, c-ras ou c-myc ou encore un dysfonctionnement de gènes suppresseurs de tumeurs 

(p53, Rb). Finalement, cette accumulation de mutations conduit au processus de 

transformation d'une cellule normale en une cellule cancéreuse (KUMAR et al., 1997). 
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1.2.2 Influence hormonale 

L'implication des estrogènes dans l'apparition du cancer du sein est maintenant bien connue 

(HENDERSON et al., 1988). Cette implication des estrogènes se manifeste de deux façons. 

Tout d'abord les estrogènes stimulent la prolifération des cellules épithéliales du tissu 

mammaire en activant des gènes responsables de la division cellulaire. La réplication de 

l 'ADN se fait alors plus fréquemment ce qui favorise la fixation de mutations spontanées et 

facilite du même coup la carcinogénèse. Les estrogènes peuvent également stimuler la 

prolifération des cellules tumorales (BARRET, 1993). Enfin, le métabolisme des estrogènes 

est altéré dans les cellules mammaires transformées conduisant à la formation 

d'hydroxyestrogènes capables de générer des espèces réactives de l'oxygène (ROS) via un 

cycle rédox (PAQUETTE et al., 2001). Ces ROS peuvent endommager l'ADN 

(THIBODEAU et PAQUETTE, 1999). 

1.2.3 Influences environnementales 

Des facteurs environnementaux comme la consommation d'alcool, l'obésité, la cigarette et 

une diète riche en lipides peuvent augmenter le risque de développer un cancer du sein. 

Cependant, leur contribution n'a été notée que sur une base épidémiologique (KUMAR et 

al., 1997). 
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1.3 Radiothérapie : Concepts de base et limitations 

Il existe différents types de traitements permettant une prise en charge d'un cancer du sein. 

Ces traitements comprennent la chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie et 

l'hormonothérapie. La radiothérapie et la chirurgie sont ce qu'on appelle des traitements 

loco-régionaux contrairement à la chimiothérapie et l'hormonothérapie qui ont une action sur 

l'ensemble du cotps (HARRIS et al., 1996) 

La radiothérapie est un traitement de choix contre le cancer du sein puisqu'elle agit 

directement sur la zone touchée par les cellules cancéreuses et que ses effets secondaires sont 

généralement minimes. La radiothérapie est souvent pratiquée suite à une chirurgie et peut 

également être combinée à la chimiothérapie. La radiothérapie consiste en l'utilisation de 

radiations ionisantes afin de détruire les cellules tumorales (HALL, 2000). Cependant, 

l'utilisation de la radiothérapie devient trop complexe dans le cas de cancers plus invasifs et 

les thérapeutes doivent alors se tourner vers des traitements plus généraux comme la 

chimiothérapie. 

La cible la plus importante des radiations chez les cellules est l' ADN (HALL, 2000). Les 

radiations peuvent endommager directement ou indirectement l'ADN. L'action est directe 

lorsque le photon ou la particule (chargée ou non) interagit la molécule d'ADN et 

l'endommage alors que l'effet est indirect si le photon ou la particule interagit tout d'abord 

avec une autre molécule de la cellule, particulièrement les molécules d'eau, pour former des 

radicaux libres qui vont à leur tour endommager l'ADN (HALL, 2000). L'accumulation de 

dommages à l'ADN fini par tuer la cellule. 
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1.3.1 Rayonnements utilisés et doses impliquées 

Selon le type de cancer et la zone à traiter, divers types de rayonnements peuvent être utilisés 

en radiothérapie. Le rayonnement peut être particulaire, comme les électrons, les protons, les 

neutrons et les particules a, ou encore électromagnétique incluant les rayons X et les rayons 

y. Les rayons X et y sont des photons et leur seule distinction est leur origine: les rayons X 

proviennent de couches électroniques de l'atome alors que les rayons y proviennent du noyau 

(HALL, 2000). Les rayons X et y sont très utilisés en radiothérapie, ils sont très pénétrants et 

peuvent être utilisés à un moindre coût que les radiations particulaires (HALL, 2000). 

Pour traiter en radiothérapie un cancer du sein, une dose totale de plus de 50 Gy peut être 

donnée. Puisque les radiations ne touchent pas seulement les cellules cancéreuses mais 

également les cellules saines, il est impensable de donner cette dose en une seule fois. Il faut 

donc fractionner la dose. Normalement une patiente reçoit 2 Gy par jour cinq fois par 

semaine. Une dose de 2 Gy cause aux cellules irradiées des dommages qui peuvent être 

réparables. Cette possibilité de réparation protège les cellules normales mais aussi les 

cellules tumorales, par contre les cellules saines réparent plus efficacement les dommages. 

De plus, le fractionnement de la dose permet une repopulation des cellules saines (A WW AD, 

1990). 

Le fractionnement de la dose apporte aussi d'autres avantages en plus d'épargner dans une 

certaine proportion les cellules saines. Effectivement, le fractionnement augmente les 

dommages aux cellules tumorales parce qu'il permet d'abord une réoxygénation de la tumeur 

et une redistribution des cellules tumorales dans le cycle cellulaire. En effet, ! 'hypoxie 
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confère une importante protection des cellules aux radiations. La présence d'oxygène permet 

notamment d'augmenter la formation du radical hydroxyle par la radiolyse de l'eau contenue 

dans les cellules. Le radical hydroxyle est le principal radical responsable des dommages 

causés à l'ADN. Selon des estimations, le deux tiers des dommages à l'ADN seraient causés 

par le radical hydroxyle (HALL, 2000). Dans les tumeurs solides, seules les cellules en 

périphérie de la tumeur sont bien oxygénées. L'utilisation de doses fractionnées permet de 

réoxygéner les cellules du centre de la tumeur, les rendant alors plus radiosensibles. La 

redistribution signifie quant à elle que suite à une irradiation il y a synchronisatïon des 

cellules en phase 0 2/M du cycle cellulaire, phase où les cellules sont particulièrement 

radiosensibles (A WW AD, 1990). 

1.3.2 Types de morts cellulaires causées par les radiations 

Le type de mort cellulaire observé suite à une irradiation dépend de la dose reçue par les 

cellules et du type de cellule. Les types de morts cellulaires post-irradiation sont la mort 

mitotique, la mort reproductive, l'apoptose et la nécrose (HALL, 2000). 

1.3.2.1 Mort mitotique 

La mort mitotique signifie que les cellules meurent en tentant de se diviser. La mort peut 

survenir lors de la première division mais peut également se produire après une, deux et 

même cinq divisions. Les dommages à l'ADN peuvent persister même s'ils ne sont pas 

réparés ou mal réparés parce qu'ils n'interfèrent pas avec les fonctions vitales de la cellule. 

Ils peuvent cependant faire surface lors de l'initiation du cycle cellulaire. La mort mitotique 
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est observée à des faibles doses (2-5 Gy) et est donc fréquemment observée lors du 

traitement des tumeurs par radiothérapie (HALL, 2000). 

1.3.2.2 Mort reproductive (a:r:rêt de p:rolifération) 

On parle de mort reproductive lorsque la cellule est toujours vivante, c'est-à-dire qu'elle a 

toujours un certain niveau d'activité métabolique, mais qu'elle n'arrive plus à se diviser afin 

de produire une grande progéniture. Bien que la cellule soit toujours physiquement présente, 

elle a perdu son caractère clonogénique et est donc, en quelque sorte, morte. La mort 

mitotique est observable à des doses faibles (HALL, 2000). 

1.3.2.3 Apoptose 

L'apoptose ou mort cellulaire programmée survient, comme la mort mitotique et la mort 

reproductive, à des doses faibles (moins de 5 Gy). Si les dommages causés par les radiations 

sont irréparables la cellule peut "choisir" de mourir, il y aura alors initiation de l'apoptose. 

Ce type de mort cellulaire est caractérisé par une série d'évènements morphologiques et 

biochimiques stéréotypés tels que la condensation de la chromatine, la fragm.entationde 

l' ADN nucléaire et la formation de corps apoptotiques (HUYNH et TEEL, 2000; 

HUNAKOV A et al., 2000). 
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1.3.2.4 Nécrose 

Contrairement à l'apoptose, la nécrose n'est pas programmée. Elle survient accidentellement 

lorsque la cellule subit des dommages importants. Elle se caractérise par la rupture de la 

membrane de la cellule qui répand alors tout son contenu dans le milieu environnant, 

provoquant une réaction inflammatoire. La nécrose apparaît suite à une irradiation des 

cellules à de fortes doses (20 Gy) (HALL, 2000; RAINALDI et al., 2003; HARMS-

RINGDAHL et al., 1996). Ce type de mort ne serait généralement pas rencontré en 

radiothérapie puisque les doses requises sont trop élevées (HALL, 2000). 

2. Apoptose 

L'apoptose, aussi nommée mort cellulaire programmée, est un processus permettant à 

l'organisme d'éliminer les cellules non-désirées ou endommagées et potentiellement 

dangereuses. Par exemple, si la cellule subit des dommages qu'elle estime irréparables, elle 

peut "décider" de s'éliminer afin d'éviter de répandre, par sa progéniture, les dommages 

subits à son ADN. L'apoptose est également très importante lors de l'embryogénèse afin de 

remodeler les structures en formation. Toute anomalie de ce processus peut être responsable 

de diverses pathologies caractérisées par un excès ou un défaut d'apoptose (DLAMINI et al., 

2004). 

Dans le cycle menstruel de la femme, l'estradiol contribue à la croissance et la 

différenciation des cellules épithéliales du sein. À la fin de ce cycle et lors de la ménopause, 
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la concentration d'estradiol diminue conduisant alors à une régression par apoptose des 

structures épithéliales (HARRIS et al., 2000). Par contre, chez les cellules cancéreuses du 

sein, les voies de l'apoptoses sont souvent altérées amenant une prolifération incontrôlée des 

tumeurs du sein (CHADDERTON et al., 2000; YANG et al., 2001). 

2.1 Mécanismes moléculaires de l'apoptose 

Trois phases caractérisent l'apoptose, l'initiation, l'exécution et la dégradation (VERRELLE, 

1998). Lors de la phase d'initiation, la cellule reçoit un stimulus (dommages cellulaires, 

récepteurs de mort cellulaire activés, carence en facteurs de croissance). Les régulateurs de 

l'apoptose entrent alors en jeu. Ces régulateurs regroupent les protéines de la famille Bcl-2. 

Ces protéines se divisent en deux catégories, les pro-apoptotiques, comprenant les protéines 

Bax et Bad et les anti-apoptotiques, incluant Bcl-2 et Bcl-xL. Les niveaux relatifs de 

protéines pro- et anti-apoptotiques déterminent la sensibilité de la cellule à un stimulus de 

nature apoptotique (BIO LA et P ALARDY, 2001 ). 

Les principaux effecteurs de l'apoptose sont les caspases. Les caspases aussi nommées 

protéases à cystéines sont produites. sous une forme latente. Une fois activée lors de la 

cascade des caspases, elles sont responsables de coupures protéolytiques au niveau de résidus 

aspartate, aboutissant à la destruction de protéines impliquées dans l'organisation structurale 

ou le métabolisme de la cellule (BIOLA et PALARDY, 2001). 
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2.1.1 Voie mitochondriale 

Suite à un stress que subit la cellule, par exemple un dommage irréparable à l 'ADN causé par 

des radiations ionisante, l'équilibre entre protéines pro-apoptotiqes et anti-apoptotiques est 

brisé. Un déséquilibre en faveur des protéines pro-apoptotiques amène une chute du 

potentiel trans-membranaire de la mitochondrie permettant l'ouverture de mégapores et un 

relâchement dans le cytoplasme de molécules apoptogènes comme le cytochrome c et la 

protéine APAF-1. Le cytochrome c, la pro-caspase-9 et la protéine APAF-1 en présence 

d'ATP forment un complexe nommé apoptosome. La formation de l'apoptosome amène 

l'activation de la caspase-9 par clivage autocatalytique de la pro-caspase-9 et alors 

l'induction de la cascade d'activation des caspases (WOLF et al., 2001). La phase de 

dégradation de l'apoptose est alors amorcée (figure 2). 

10 



Stimulus 

Bax Intégration 

Bcl-2 "-f 
/ ? .. des signaux ----=-- Bad •••• L / •... : 

Bcl-2 Stimulus 
-< 1--Bcl-xL intracellulaire 

Bcl-xL 

1 
~ 

~l~ 
Apoptose 

Figure 2 : Voie mitochondriale de l'apoptose. Les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et 
Bcl-xL empêchent l'ouverture des pores de la mitochondrie mais aussi la formation de 
l' apoptosome. Si la balance penche plutôt du côté des protéines pro-apoptotiques, les pores 
de la mitochondrie s'ouvrent, laissant sortir le cytochrome c et la pro-caspase-9. 
L'apoptosome se formera et il y aura déclenchement de la cascade d'activation des caspases. 

2.2 Radiorésistance des cellules cancéreuses du sein 

Malgré les traitements de radiothérapie et de chimiothérapie le cancer du sem peut 

réapparaître jusqu'à 15 ans après les traitements. Cette récurrence prend la forme de nodules 

loco-régionaux ou de métastases à distance (LANGSTEIN et al. , 2003). Elle s'expliquerait 

en partie par une radiorésistance des cellules cancéreuses du sein à l' apoptose mais 

également par une mort reproductive temporaire des cellules irradiées (SCHMIDT-

ULLRICH et al. 1992). 
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2.2.1 Apoptose et radiosensibilité 

La radiosensibilité des cellules cancéreuses dépend de leur capacité à entrer en apoptose suite 

à l'irradiation comme le démontre le graphique de la figure 3 (HALL, 2000). 

Malheureusement chez les cellules cancéreuses du sein, les voies d'induction de l'apoptose 

sont fréquemment altérées diminuant ainsi la capacité du rayonnement ionisant d'induire 

l'apoptose chez ces cellules. Un lien entre des mutations dans le gène de p53 et la 

radiorésistance de carcinomes mammaires a déjà été observé (MARCHETTI et al., 2003). 

Cependant, les mutations dans le gène de p53 ne constituent pas le seul mécanisme 

responsable de cette radiorésistance à l'apoptose. D'autres mécanismes ont été suggérés 

dont une surexpression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 rapportée l'équipe d'Olopade 

(OLOPADE et al. 1997). 
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Figure 3 : Radiosensibilité cellulaire selon le niveau d'apoptose radio-induit (HALL, 
2000). Chez les cellules où l'apoptose est absente une dose d'irradiation beaucoup plus 
grande doit être donnée pour obtenir une mortalité équivalente aux cellules où l'apoptose est 
dominante. 

2.2.2 Mort reproductive permanente ou temporaire 

Initialement, la mort reproductive était perçue comme étant irréversible et par conséquent les 

cellules affectées ne pouvaient pas être impliquées dans la récurrence du cancer. Cependant, 

ce concept a dû être repensé suite à l'étude effectuée par l'équipe de Schmidt-Ullrich 

(SCHMIDT-ULLRICH et al. 1992). Ces derniers ont exposé les cellules cancéreuses du sein 

humaines MCF-7 à une dose totale de 20 à 60 Gy fractionnée à 2 Gy par jour. Ils ont tout 

d'abord observé un arrêt de prolifération, mais 30 à 45 jours post-irradiation une reprise de 
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prolifération cellulaire a été notée chez une petite fraction des cellules irradiées. Cette mort 

reproductive temporaire pourrait donc expliquer en partie la récurrence des cancers du sein. 

3. Acide linoléique conjugué 

3.1 Structure et isomères 

L'acide linoléique conjugué (CLA) est un acide gras formé d'une chaîne de 18 carbones 

contenant deux doubles liaisons. Le CLA se différencie de l'acide linoléique (LA) par la 

disposition des deux doubles liaisons. Chez l'acide linoléique les deux doubles liens sont 

séparés par deux liaisons simples alors que chez le CLA les doubles liaisons ne sont séparées 

que par un seul lien simple, d'où le terme acide linoléique conjugué. Le CLA ne possède pas 

qu'une seule structure, il est composé d'un mélange d'isomères géométriques et de positions. 

La géométrie des doubles liaisons peut être de forme cis ou trans alors que les positions des 

doubles liaisons peuvent varier mais les plus communes sont en position 9 et 11, 10 et 12 ou 

encore 11et13 (KELLY, 2001; BELURY, 2002). 
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Figure 4: Structure de deux isomères du CLA, le CLA-10trans 12cis (t10c12-CLA) et le 
CLA-9cis Htrans (c9t11-CLA) ainsi que de l'acide linoléique (BELURY, 2002). 

3.2 Synthèse des CLAs 

Le CLA est produit dans le rumen de la vache grâce à la biohydrogénation du LA par des 

bactéries. L'enzyme delta(9)-désaturase dans le tissus mammaire de la vache produit 

également du CLA à partir de l'acide l l(trans)-octadécadiènoïque (GRIINARI et al., 2000). 

Les produits laitiers et la viande bovine sont donc des sources naturelles privilégiées de 

CLA. 

3.3 Effets anticancérigènes connus des CLAs 

Certaines études ont déjà démontrées le potentiel anticancéreux du CLA au niveau cellulaire 

et animal. Une diminution de la prolifératïon de plusieurs lignées cellulaires cancéreuses a 

été observée suite à une incubation avec le CLA, notamment chez les cellules cancéreuses du 

sein humaines MCF-7 (CUNNINGHAM et al., 1997; SHULTZ et al., 1992; DURGAM et 

FERNANDES, 1997; PARK et al., 2000; O'SHEA et al., 2000). Également au niveau 
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cellulaire, le CLA a induit de l'apoptose chez des cellules cancéreuses mammaires de rat (IP 

et al., 2000). L'équipe de Majumder a déjà démontré que le CLA-mixte pouvaient 

augmenter ou diminuer l'expression de certains gènes reliés à l'apoptose tels que p53, bcl-2 

et bax chez les cellules MDA-MB-231 (MAJUMDER et al. 2002). Chez le rat femelle, le 

CLA a également montré un effet anticancérigène en protégeant contre la carcinogénèse 

mammaire causée par le diméthylbenz[a]anthracène (IP et SCIMECA, 1997; IP et al., 1996; 

IP et al., 1991) mais aussi en induisant de l'apoptose dans des lésions prémalignes de la 

glande mammaire (IP et al., 2000). Certains des isomères purifiés du CLA ont également 

démontrés des effets anticancérigènes. C'est notamment le cas du CLA-9cis 11 trans et 

CLA-lOtrans 12cis qui ont induit l'apoptose chez les cellules tumorales de colon SW480 

(MILLER et al., 2002). Le CLA-9cis 11 trans a aussi conduit à un arrêt de prolifération et 

une induction de l'apoptose chez les cellules cancéreuse gastriques SGC7901 (LIU et al., 

2002) 

3.4 CLA ligand du PP ARy 

Le CLA est un ligand naturel du "peroxisome proliferator activated receptor gamma" 

(PPARy). Le PPARy fait partie de la famille des récepteurs nucléaires. Il est surtout présent 

dans le tissus adipeux de même que chez les cellules épithéliales du sein. Une étude a 

également démontré que l'expression du PPARy était plus abondant chez les cellules 

cancéreuses que chez les cellules normales du sein (NWANKWO et ROBBINS, 2001). En 

plus du CLA, il existe d'autres ligands naturels et synthétiques du PPARy. Certains de ces 

ligands ont montré un effet apoptotique chez plusieurs types de cancers, notamment le cancer 

du sein (CLAY et al., 2001; YIN et al., 2001; ELSTNER et al., 2002) 
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3.4.1 Rôle du. PP ARy sur l'expression de certains gènes 

Le PPARy peut diminuer ou augmenter l'expression de certains gènes en agissant comme 

facteur de transcription. Une fois activé par un ligand, le PP ARy forme un hétérodimère 

avec un récepteur rétinoïde X (RXR) et se fixe sur l'élément de réponse du PPAR (PPRE) 

contenu dans le promoteur de plusieurs gènes et modifie alors leur expression (SHIMADA et 

al., 2002). L'induction de l'apoptose par certains ligands du PPARy serait due à une 

diminution de l'expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 et une augmentation de 

l'expression de protéines pro-apoptotiques telles que Bax et Bak (YOSHIZA W A et al. 2002; 

LI et al. 2003; CHEN et al. 2002; ELSTNER et al. 1998). 

La capacité du CLA d'induire l'apoptose lors des traitements de radiothérapie afm 

d'augmenter la radiosensibilité des cellules cancéreuses du sein n'a jamais été étudiée. 

4. Processus métastatique 

Une métastase est par défmition un amas de cellules cancéreuses s'étant formé à distance du 

foyer initial. Le processus métastatique est donc la série d'étapes menant une cellule 

cancéreuse de la tumeur primaire jusqu'à un point éloigné de cette dernière pour y former 

une métastase. Les deux principales étapes du processus métastatique sont la migration à 

travers la matrice extracellulaire (ECM) et la dissémination par le système lymphatique ou 

sangum. 
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La migration dans la ECM s'effectue en quatre étapes. Des cellules tumorales se détachent 

tout d'abord de la tumeur primaire et s'attachent ensuite aux protéines de la ECM. Les 

cellules sécrètent alors des enzymes protéolytiques dont le rôle est de dégrader les différentes 

composantes de la ECM. Ces enzymes protéolytiques sont appelées métalloprotéases de la 

matrice (MMPs). La dernière étape de l'invasion est la migration des cellules tumorales dans 

la ECMjusqu'à la circulation sanguine ou lymphatique par les zones de protéolyse. Une fois 

dans la circulation sanguine ou lymphatique, les cellules tumorales peuvent alors se 

disséminer dans le corps. Les cellules tumorales adhèrent à l'endothélium vasculaire puis 

pénètrent l'organe cible par des mécanismes similaires à ceux impliqués dans l'invasion. 

Dans le cas de cancers du sein, la dissémination des cellules tumorales touche n'importe quel 

organe ou tissus mais les endroits favorisés sont les poumons, les os et le foie (KUMAR et 

al., 1997). Les étapes du processus métastatique sont illustrées à la figure 5. 
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Figure 5 : Illustration schématique de la cascade métastatique (KUMAR et al., 1997). 

4.1 Métalloprotéases de la matrice (MMPs) 

Les MMPs sont des enzymes protéolytiques jouant un rôle important dans le remodelage de 

la ECM associé dans le développement et la croissance des mammifères. En effet les MMPs 

sont essentielles par exemple, à la cicatrisation de blessures, l' angiogénèse et 

l' embryogénèse (CLARK, 2001 ; JOHNSON et al. , 2003). Cependant, elles sont également 

impliquées dans le processus dégénératif associé à certaines maladies telles que 

l' emphysème pulmonaire et l'arthrite rhumatoïde (MANDAL et al. , 2003). Une 

surexpression de certaines MMPs peut être notée dans différentes tumeurs. Il n 'est donc pas 
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surprenant de les retrouver dans plusieurs étapes du développement des cancers, soit 

l ' angiogénèse (permettant une bonne irrigation sanguine de la tumeur), l' invasion des 

cellules tumorales et la formation des métastases (CLARK, 2001 ). 

4.1.1 Structure des MMPs 

L'un des points communs des MMPs est qu'elles contiennent toutes un atome de zinc dans 

leur domaine catalytique. La plupart des MMPs possèdent un fragment, nommé propeptide, 

recouvrant leurs domaines catalytiques et les rend inactifs. Le propeptide est maintenu en 

place grâce à une interaction du groupement thiol (SH) d'une cystéine contenue dans le 

propeptide avec l 'atome de zinc du site actif (NAGASE, 1997). La figure 6 montre la 

structure de certaines MMPs. 
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Figure 6: Structure primaire de certaines MMPs (NAGASE, 1997). 
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4.1.2 Classes des MMPs 

Les MMPs peuvent être regroupées en 5 différentes classes selon leurs substrats et leurs 

fonctions. La première classe est celle des collagénases. Elle regroupe les MMP-1, -8, -13 

et 18. Comme leur nom l'indique, ces MMPs dégradent préférentiellement les différents 

types de collagène. La seconde classe est composée des gélatinases. Elle comprend les 

MMP-2 et -9. Leur substrat principal est la gélatine mais elles peuvent également dégrader 

certains types de collagène de même que la fibronectine et la laminine (NAGASE, 1997). 

Dans la troisième classe formée des stromélisines nous retrouvons les MMP-3 et -10 dont 

leur principal substrat est l'aggrecan. Les MMPs de type membranaires (MT-MMPs) 

forment la quatrième classe. Les MMP-14, -15, -16 et -17 se retrouvent dans cette classe. 

Elles semblent surtout être impliquées dans l'activation d'autres MMPs. Finalement, la 

dernière classe de MMPs ne porte pas de nom particulier puisqu'elle regroupe les autres 

MMPs, celles qui ne sont pas classées dans les quatre premières classes (NAGASE, 1997). 

La figure 7 montre un tableau des différentes classes de MMPs de même que leurs substrats 

ou fonctions. 
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Figure 7 : Tableau des différentes classes de MMPs de vertébrés de même que leurs 
substrats ou fonctions (NAGASE, 1997). Les MMPs sont regroupées sous 5 différentes 
classes, soit les collagénases, les gélatines, les stromélisines, les MMPs de type 
membranaires et les autres MMPs. 

4.1.3 Activation des MMPs 

En général, les MMPs sont sécrétées sous forme de proenzymes et nécessitent une 

modification structurale afin d'exposer leurs sites catalytiques. L'activation des MMPs peut 

s'effectuer par des protéases comme la plasmine ou certaines MMPs comme les MT-MMPs. 

Le passage de la forme latente à la forme active peut également être accompli par des agents 

non-protéolytiques tels que l'acétate de 4-aminophénylmercurique (APMA), l'hypochlorite 

(HOCI), le gluthation oxydé (GSSG), des composés dénaturants (urée, sodium dodécyle 
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sulfate (SDS)) et les espèces réactives de l'oxygènes (ROS} (NAGASE, 1997; ITOH et al., 

1995). L'activation des MMPs débute par une rupture de l'interaction entre l'atome de zinc 

et le groupement SH de la cystéine par des protéases ou des agents non-protéolytiques pour 

former une MMP intermédiaire. Le propeptide est toujours présent mais n'est plus lié à 

l'atome de zinc. Le propeptide est alors suffisamment déstabilisé pour qu'il y ait ensuite 

autoclivage de la MMP et former une MMP active (figure 8). 

)-
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Figure 8 : Activation en cascade des MMPs par des protéases ou des agents non-
protéolytiques (NAGASE, 1997). 

4.1.4. Régulation. des MMPs 

La régulation des MMPs peut se faire au niveau post-traductionnel et au niveau 

transcriptionnel. Au niveau post-traductionnel, le fait que la plupart des MMPs soient 
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sécrétées sous une forme latente est déjà, en soi, une forme de contrôle. D'autre part, il 

existe des inhibiteurs des MMPs nommés inhibiteurs tissulaires des MMPs (TIMPs). Les 

TIMPs se lient dans un rapport 1 : 1 sur les MMPs actives afin de bloquer le site catalytique 

comme le ferait le propeptide. Les TIMPs peuvent également se lier à la forme latente des 

MMPs et empêcher leur activation (figure 9) (ITOH et al., 1995). 

ProMMP-2-TIMP-2 
complex 

APMA 
fil 

ProMMP-2°-TIMP-2 
complex 

MMP-2 ., 
MMP-3 

{Il) 

MMP-2-TIMP-2 
compte)( 

Figure 9 : Inhibition de l'activité de la MMP-2 par la TIMP-2 (ITOH et al., 1995). La 
TIMP-2 peut se fixer à la forme latente de la MMP-2 (pro-MMP-2) et former un complexe. 
Si un activateur de la MMP-2 est ajouté, ici l'APMA, le lien entre le groupement SH d'une 
cystéine du propeptide et l'atome de zinc du site catalytique est rompu, exposant alors 
partiellement le site catalytique. La protéine TIMP-2 étant déjà présente sur la MMP-2, elle 
bloque instantanément le site catalytique. Bien que le fragment propeptidique de la MMP-2 
soit protéolysé, la MMP-2 demeure inactive, la TIMP-2 bloquant le site catalytique. 

Le contrôle des MMPs s'effectue aussi au niveau transcriptionnel (CLARK, 2001). En effet, 

plusieurs facteurs régulent l'expression des MMPs. Le PPARy activé pourrait en outre jouer 

sur l'expression de certaines MMPs. Des études ont démontré que l'expression de la MMP-9 

pouvait être diminuée chez des cellules épithéliales de bronches humaines par deux ligands 

synthétiques du PPARy, le rosiglitazone et le pioglitazone (HETZEL et al., 2003) et chez des 

monocytes humains par un ligand synthétique (GW7845) et un ligand naturel (15d-PGJi) 

(WORLEY et al., 2003). L'effet du CLA, aussi ligand du PPARy, sur l' expression des 

MMPs chez des cellules cancéreuses n'a jamais été étudié. 
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5. Hypothèse et objectifs de l'étude 

Plusieurs altérations sont présentent dans le génome des cellules cancéreuses du sein. Ces 

altérations affectent l'efficacité des traitements anticancéreux, notamment la radiothérapie, 

puisque les cellules cancéreuses du sein sont relativement réfractaires à l'induction de 

l'apoptose. Cette radiorésistance serait en partie responsable de la récurrence de ce type de 

cancer. De plus, le cancer du sein est reconnu pour être très invasif. En effet, les cellules 

cancéreuses du sein ont souvent la propriété d'être métastatique et donc d'aller se loger dans 

d'autres organes. La première hypothèse de cette étude est qu'il est possible d'améliorer 

l'efficacité de la radiothérapie en ajoutant un inducteur de l'apoptose aux cellules traitées aux 

rayons gamma. La seconde hypothèse est qu'il est également possible de diminuer la 

dissémination des cellules tumorales en incubant les cellules avec un inhibiteur de 

l'expression de certaines MMPs. 

L'objectif principal de cette étude est d'étudier le potentiel anticancéreux du CLA et de trois 

de ses isomères soit le CLA-9cis llcis, le CLA-9cis lltrans et le CLA-lOtrans 12cis. Le 

CLA-9cis l ltrans et le CLA-lOtrans 12cis ont été choisis parce que leur potentiel 

anticancéreux avait déjà été démontré pour certaines lignées cellulaires mais également parce 

qu'ils sont les principaux constituants du CLA-mixte. Quant au CLA-9cis 1 lcis, le fait que 

très peu d'études portent à son sujet et qu'il soit disponible commercialement en ont fait un 

isomère de choix. La capacité des CLAs d'augmenter l'efficacité de la radiothérapie chez les 

cellules cancéreuses du sein sera tout d'abord évaluée. Par la suite, l'aptitude des CLAs à 

diminuer l'invasion dans le ECM des cellules cancéreuses sera examinée in vivo et in vitro. 
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Résumé 

Les voies apoptotiques sont fréquemment altérées chez les cellules cancéreuses du 

sein diminuant l'efficacité de la radiothérapie. L'acide linoléique conjugué (CLA), connu 

pour déclencher l'apoptose, a été testé comme radiosensibilisateur chez les cellules 

cancéreuses du sein MCF-7 et MDA-MB-231. Le CLA-mixte, constitué des isomères le 

CLA-9cis 11 trans et le CLA-lOtrans 12cis, a été comparé à trois isomères purifiés, soit le 

CLA-9cis llcis, CLA-9cis lltrans et CLA-lOtrans 12cis. À l'aide du marqueur apoptotique 

YO-PR0®-1, le CLA-9cis llcis à 50 µM s'est avéré le meilleur inducteur d'apoptose 

conduisant à des niveaux 10 fois plus élevés chez les cellules MCF-7 et 2.5 fois plus élevés 

chez les cellules MDA-MB-231, comparativement au CLA-mixte. Contrairement aux études 

effectuées avec des lignées de cancer colorectal et de prostate, le CLA-lOtrans 12cis n'induit 

pas d'apoptose chez les cellules cancéreuses du sein MCF-7 et MDA-MB-231. Nos résultats 

suggèrent aussi que les deux principaux constituants du CLA-mixte, soit le CLA-9cis 11 trans 

et le CLA-lOtrans 12cis ne sont pas impliqués dans l'induction de l'apoptose chez les 

carcinomes du sein étudiés. Une dose de 5 Gy n'a pas induit d'apoptose chez les cellules 

MCF-7 et MDA-MB-231. L'addition du CLA-9cis llcis ou du CLA-mixte a permis 

d'observer une apoptose radio-induite, le CLA-9cis 1 lcis étant environ 8 fois supérieure au 

CLA-mixte. Le CLA-9cis 1 lcis s'est aussi avéré être le meilleur radiosensibilisateur, bien 

que les isomères CLA-9cis lltrans et le CLA-lOtrans 12cis ont aussi réduit la survie 

cellulaire après irradiation, mais en empruntant un mécanisme non relié à l'apoptose. En 

conclusion, l'effet radiosensibilisateur du CLA-9cis llcis supporte son potentïel comme 

adjuvant combiné à la radiothérapie pour traiter les carcinomes du sein. 

Mots clés: Cancer du sein, CLA, radiothérapie, apoptose 
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Abst:ract 

Apoptotic pathways in breast cancer cells are frequently altered reducing the 

efficiency of radiotherapy. Conjugated linoleic acid (CLA), known to trigger apoptosis, was 

tested as radiosensitizer in breast cancer cells MCF-7 and MDA-MB-231. The CLA-mix, 

make up of the isomers CLA-9cis lltrans and CLA-lOtrans 12cis, was compared to three 

purified isomers, i.e. the CLA-9cis llcis, CLA-9cis lltrans and CLA-lOtrans 12cis. Using 

the apoptotic marker YO-PR0®-1, the CLA-9cis llcis at 50 µM turned out to be the best 

apoptotic inducer leading to a 10-fold increase in MCF-7 cells and a 2.5-fold increase in 

MDA-MB-231 cells, comparatively to the CLA-mix. Contrary to previous studies on 

colorectal and prostate cancer cells, the CLA-1 Otrans 12cis don 't lead to an apoptotic 

response on breast cancer cell lines MCF-7 and MDA-MB-231. Our results also suggest that 

the main components of the CLA-mix (CLA-9cis 1 ltrans and CLA-lOtrans 12cis) are not 

involved in the induction of apoptosis in the breast cancer cells studied. A dose of 5 Gy 

didn't induced apoptosis in MCF-7 and MDA-MB-231 cells. The addition of CLA-9cis l lcis 

or CLA-mix has allowed to observe a radiation-induced apoptosis, the CLA-9cis l lcis being 

about 8-fold better than the CLA-mix. The CLA-9cis 1 lcis turned out to be the best 

radiosensitizer, although the isomers CLA-9cis lltrans and CLA-lOtrans 12cis have also 

reduced the cell survival following irradiation, but using a mechanîsm not related to 

apoptosis. In conclusion, the radiosensitizing property of the CLA-9cis 1 lcis supports its 

potential as agent to improve radiotherapy against breast carcinoma. 

Key words: Breast cancer, CLA, radiotherapy, apoptosis 
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Introduction 

Le cancer du sein représente le cancer le plus souvent diagnostiqué chez les femmes 

en Amérique du Nord (Weir et al. 2003). En plus, celui-ci peut réapparaître jusqu'à 15 ans 

après les traitements de chimiothérapie et radiothérapie. Cette récurrence prend forme de 

nodules loco-régionaux ou de métastases à distance (Langstein et al. 2003; Abram Recht 

1996). Bien que la radiothérapie soit reconnue pour réduire l'incidence des récurrences de 

cancer du sein, 48% des femmes traitées avec les radiations et la chimiothérapie en meurent 

(Overgaard et al. 1997; Overgaard 1999). Ces données justifient les efforts déployés pour 

développer de nouvelles modalités de traitements anticancéreux. 

Suite à une exposition aux radiations, différents types de mort cellulaire peuvent être 

induite, dont l'apoptose, la nécrose, la mort mitotique et la mort reproductive (Hall 2000). 

L'apoptose est induite par des doses relativement faibles, alors que la nécrose apparaît 

préférentiellement suite à l'exposition à des doses élevées (10 à 20 Gy). Les séances de 

radiothérapie étant caractérisées par l'exposition quotidienne à une dose de 2 Gy, ce type de 

mort cellulaire ne serait pas fréquemment rencontré en clinique. Concernant la mort 

mitotique, celle-ci signifie que la cellule irradiée meurt lors de la mitose. Cette mort 

mitotique survient soit dès la première division cellulaire suivant l'irradiation, ou jusqu'à 5 

divisions plus tard. D'autre part, une cellule exposée aux radiations peut aussi perdre sa 

capacité de se reproduire, phénomène appelé mort reproductive. Ces dernières cellules 

conservent un certain niveau d'activité métabolique, mais elles perdent leur capacité de se 

diviser (Hall 2000). 
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Initialement, la mort reproductive était perçue comme étant irréversible et par 

conséquent les cellules affectées ne pouvaient pas être impliquées dans la récurrence du 

cancer. Or, les travaux de Schmidt-Ullrich nous amènent à repenser ce concept (Schmidt-

Ullrich et al. 1992). Cette équipe a démontré qu'in vitro une exposition à une dose totale de 

20 à 60 Gy fractionnée à 2 Gy par jour conduit à un arrêt de prolifération chez les cellules 

cancéreuses du sein MCF-7. La majorité de ces cellules entraient en mort mitotique ou mort 

reproductive, alors qu'une reprise de prolifération cellulaire a été observée de 30 à 45 jours 

post-irradiation chez une petite fraction des cellules irradiées. Cette reprise de la prolifération 

cellulaire pourrait donc en partie expliquer la récurrence des cancers du sein. Par conséquent, 

il serait souhaitable de développer une modalité thérapeutique qui augmenterait le nombre de 

cellules qui meurent par d'autres voies que la mort reproductive, soit par l'apoptose. En plus, 

la mortalité cellulaire induite par les radiations est plus élevée lorsque les cellules entrent 

facilement en apoptose après irradiation (Hall 2000). 

Cependant, l'apoptose radio-induite est fréquemment altérée chez les cancers du sein. 

L'estradiol, de concert avec d'autres hormones, contribue à la croissance et la différentiation 

des cellules épithéliales du sein. Une baisse des concentrations d'estradiol à la fin du cycle 

menstruel et spécialement durant la ménopause conduisent à une régression par apoptose des 

structures épithéliales et du stroma. Cependant, chez les cellules cancéreuses du sein, les 

voies de l' apoptoses sont très fréquemment altérées conduisant à une prolifération 

incontrôlée des tumeurs du sein (Chadderton et al. 2000; Yang et al. 2001). Ces altérations 

affectent aussi l'efficacité des traitements puisque les cellules cancéreuses du sein sont 

relativement réfractaires à l'induction de l'apoptose en réponse à des modalités 

thérapeutiques visant à endommager l' ADN, comme les radiations ionisantes (Gewirtz 

2000). 
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Afin d'améliorer les traitements contre les cancers du sein et de diminuer les risques 

de récurrence, de nouvelles modalités thérapeutiques doivent être développées. Le but de 

cette étude est donc d'explorer l'utilisation de nouveaux agents capables d'augmenter la 

radiosensibilité des cellules cancéreuses du sein, de préférence en stimulant l'apoptose radio-

induite. Dans des travaux subséquents, l'impact sur la diminution de la récurrence sera 

étudié. 

Certains ligands du récepteur nucléaire peroxisome proliferator activated receptor y 

(PPARy) pourraient s'avérer des options intéressantes. Ce récepteur PPARy une fois activé 

par un ligand forme un hétérodimère avec un récepteur rétinoïde X (RXR) pour ensuite 

modifier l'expression de plusieurs gènes en se liant à l'élément de réponse du PPAR (PPRE) 

(Shimada et al. 2002). Selon le ligand utilisé, l'activation du PPARy peut induire l'apoptose 

chez plusieurs types de cancer comme le cancer colorectal (Shimada et al. 2002), le cancer 

du foie (Yoshizawa et al. 2002; Li et al. 2003), et également le cancer du sein (Clay et al. 

2001; Yin et al. 2001; Elstner et al. 2002). Cette apoptose serait associée à une diminution de 

l'expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 et une augmentation de l'expression de 

protéines pro-apoptotiques comme Bax et Bak (Yoshizawa et al. 2002; Li et al. 2003; Chen 

et al. 2002; Elstner et al. 1998). 

Parmi les ligands naturels du PPARy, l'acide linoléique conjugué (CLA) a déjà 

démontré sont potentiel anticancéreux lors d'études au niveau cellulaire ainsi que chez les 

animaux (Ip et al. 1999; Cunningham et al. 1997; Ip et al. 1996; Ip et al. 1994; Cesano et al. 

1998). Le CLA est un terme regroupant un mélange d'isomères géométriques et de positions. 
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Le CLA est synthétisé dans le rumen de la vache par des bactéries. Conséquemment, les 

produits laitiers et la viande bovine représentent des sources naturelles et privilégiées de 

CLA (Ip et al. 1999). En se liant au récepteur PPARy, le CLA peut diminuer l'expression de 

Bcl-2 chez différentes lignées cellulaires (Miller et al. 2002; Liu et al. 2002; Majumder et al. 

2002). 

Dans cette étude, le mélange d'isomères du CLA (CLA-mixte) de même que trois 

isomères purifiés, le CLA-9cis llcis, le CLA-9cis 1 ltrans et le CLA-lOtrans 12cis ont été 

testés. Leurs capacités d'augmenter la radiosensibilité ont été étudiées chez les cellules 

cancéreuses du sein humaines MCF-7 et MDA-MB-231 qui représentent respectivement des 

cellules faiblement et fortement métastatique. 
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Matériel et méthodes 

Matériel 

L'acide octadécadiènoïque conjugué (CLA-mixte) (Sigma, St. Louis, MO) et les 

isomères acide 9(cis),ll(trans)-octadécadiènoïque (CLA-9cis lltrans), acide 9(cis),ll(cis)-

octadécadiènoïque (CLA-9cis l lcis) et acide 10(trans),12(cis)-octadécadiènoïque (CLA-

lOtrans 12cis) (Matreya, Bellefonte, PA) ont été solubilisés dans l'éthanol 100% à une 

concentration de 100 mM et conservés sous atmosphère d'azote à -20°C. Pour la 

solubilisation dans le milieu de culture, une solution de 1 mM a été préparée dans du 

Minimal Essential Medium (MEM) (Sigma) contenant 1 % d'albumine sérique bovine (BSA) 

(Sigma). Après agitation d'une heure à 37°C, les CLAs ont été dilués aux concentrations 

voulues dans le milieu de culture MEM. Le CLA-mixte a été analysé par chromatographie en 

phase gazeuse (GC) (Kemestrie, Sherbrooke, Qc) et est composé principalement de 2 

isomères, soit le CLA-9cis lltrans à 52% et le CLA-lOtrans 12cis à 48%. Pour l'essai 

d'apoptose, le YO-PR0®-1 a été obtenu de Molecular Probes (Eugene, OR). 

Culture cellulaire 

Les cellules cancéreuses du sein MCF-7 (American Type Culture Collection : HTB-

22) et MDA-MB-231 (American Type Culture Collection : HTB-26) ont été cultivées dans 

du MEM (Sigma) contenant 1 mM de pyruvate de sodium (Sigma), 2 mM de L-glutamine 

(Sigma), 1 µg streptomycine/ml (Sigma), 1 U pénicilline G/ml (Sigma), 0.25 µg 

amphotéricine Wml (Sigma) et enrichi de 10% sérum fœtal bovin (Gibco BRL, Grand Island, 

NY) à 37°C sous un atmosphère humide contenant 5% C02. 
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Détermination de la viabilité cellulaire par test de formation de colonies 

Les cellules MCF-7 (500) et les cellules MDA-MB-231 (800) ont été ensemencées 

dans des boîtes de Pétri de 100 mm de diamètre et incubées pendant 4 h. Le CLA-mixte, le 

CLA-9cis llcis, le CLA-9cis 1 ltrans ou le CLA-lOtrans 12cis ont été ajoutés 

individuellement aux cellules aux concentrations indiquées. Comme contrôle, des boîtes de 

Pétri supplémentaires ont été incubées avec 0.2% d'éthanol. Après 14 jours d'incubation, les 

colonies ont été fixées à l'éthanol puis colorées au cristal violet. Les colonies contenant 50 

cellules et plus ont été comptées. 

Lorsque mentionné, les cellules ont été irradiées 24 h après l'addition des CLAs ou 

de l'éthanol. Des doses de 2 et 5 Gy ont été données à l'aide d'une source de 6°Co équipant 

une GammaCell 220 (MDS Nordion, Ottawa, Canada) et ayant un débit de dose de 3.8 

Gy/min. 

La capacité radiosensibilisante des diverses préparations de CLA a été déterminée en 

calculant le ratio suivant: 

(Survie cellules irradiées traitées avec le CLA/Survie cellules non-irradiées traitées avec le 

CLA) 

(Survie cellules irradiées non-traitées/Survie cellules non irradiées non-traitées) 

Un ratio d'une valeur inférieure à 1 révèle un effet radiosensibilisateur. Un ratio égal 

à 1 indique que l'effet est additif; c'est-à-dire que l'effet toxique des radiations s'additionne 
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à celui induit par les CLAs. Finalement, un ratio supérieur à 1 indique que la toxicité 

cellulaire mesurée en combinant les CLAs aux radiations est inférieure à la somme des 

toxicités obtenues individuellement par ces deux modalités. 

Détection de l'apoptose 

2500 cellules MCF-7 ou MDA-MB-231 ont été ensemencées dans des plaques de 96 

puits noires à fond clair (Corning Incorporated, Acton, MA). 24 h après l'ensemencement, 

les cellules ont été traitées avec le CLA-mixte, le CLA-9cis llcis, le CLA-9cis lltrans, le 

CLA-lOtrans 12cis ou l'éthanol (contrôle) aux concentrations indiquées. Pour déterminer le 

niveau d'apoptose induite par les CLAs, l'essai tel que décrit par Wronski et al. (2002) a été 

effectué 36 h après le traitement des cellules. 

La détermination de l'augmentation de l'apoptose causée par les radiations a été 

effectuée de la façon suivante: après une pré-incubation de 24 h avec l'un des CLAs, les 

cellules ont été exposées à une dose de 5 Gy et l'essai d'apoptose a été exécuté 24 h plus 

tard. Brièvement, le milieu de culture a été retiré et remplacé par 50 µl d'une solution 

colorante composée de 5.6 µg YO-PR0®-1/ml dans du PBS. Après une incubation sur glace 

de 30 min, les plaques ont été lues par le dessous à l'aide d'un fluorimètre à microplaque 

Synergy HT (Bio-tek, Winooski, VT) ajusté aux longueurs d'onde d'excitation et d'émission 

de 485 nm et 530 nm. 

Statistiques 
La valeur significative des résultats a été validée en effectuant le test t de Student. Les 

résultats rapportés représentent la moyenne de 3 à 5 essais. 
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Résultats 

Diminution de la viabilité cellulaire par les CLAs 

L'effet du CLA-mixte et des 3 isomères sur la viabilité cellulaire, sans exposition aux 

radiations, a été déterminé par test de formation de colonies pour les cellules MCF-7 (Fig. 

lA) et MDA-MB-231 (Fig. lB). À une concentration de 50 µM, la survie des cellules MCF-

7 est demeurée élevée se situant à environ 80 % suite à une incubation avec le CLA-mixte, 

le CLA-9cis llcis et le CLA-lOtrans 12cis. Avec ces CLAs, la survie cellulaire a diminuée 

de façon dose-dépendante se situant entre 20 % et 46 % à 1 OO µM. Inversement, aucun effet 

toxique n'a été mesuré avec le CLA-9cis lltrans à 50 µM. Ce même isomère démontrait 

encore peu d'effet sur la survie cellulaire à une concentration aussi élevée que 200 µM. 

Les cellules MDA-MB-231 se sont avérées plus sensibles aux CLAs que les cellules 

MCF-7. Déjà à 10 µM, la survie cellulaire a été affectée par l'addition des 3 isomères et le 

CLA-mixte. Pour tous les CLAs, la survie a diminuée de façon dose-dépendante. Le CLA-

mixte et surtout l'isomère CLA-9cis l lcis ont été les plus toxiques pour les cellules MDA-

MB-231 avec des baisses marquées de survie cellulaire mesurées à 50 µM. Contrairement 

aux résultats obtenus avec les cellules MCF-7, l'isomère CLA-9cis lltrans a cette fois-ci 

démontré un effet cytotoxique comparable aux autres préparations de CLA. 

Induction de l'apoptose par les CLAs 

Contrairement aux cellules épithéliales normales du sein, les cellules malignes du 

sein sont réfractaires à l'induction de l'apoptose ce qui peut contribuer à diminuer l'efficacité 
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des traitements anticancéreux. Afin de pallier à ce manque d'induction de l'apoptose, une 

nouvelle approche thérapeutique consiste à ajouter un inducteur de l'apoptose durant les 

séances de radiothérapie. Un bon candidat pourrait être le CLA ou l'un de ses isomères dont 

les propriétés d'inducteur de l'apoptose ont été observées chez les cellules de cancer 

colorectal HT-29 (Cho et al. 2003), MIP-101 (Palombo et al. 2002) et Caco-2 (Kim et al. 

2002). Par conséquent, nous avons déterminé si le CLA-mixte de même que les 3 isomères 

de CLA pouvaient induire l'apoptose chez les cellules cancéreuses du sein MCF-7 et MDA-

MB-231. Le niveau d'induction de l'apoptose par les CLAs a été déterminé par un test de 

fluorescence en microplaque utilisant le marqueur d'apoptose YO-PR0®-1. Ce marqueur 

d'acides nucléiques a la propriété de traverser la membrane cytoplasmique que lorsque les 

cellules entrent en apoptose (Idziorek et al. 1995). Ces essais ont été effectués suite à une 

incubation de 36 h avec les CLAs à des concentrations de 50, 1 OO et 200 µM. 

Pour les cellules MCF-7, seul l'isomère CLA-9cis llcis a conduit à une forte 

induction de l'apoptose (Fig. 2A) qui est proportionnelle à l'augmentation de la cytotoxicité 

induite par cet isomère du CLA (Fig. lA). Une légère accumulation du marqueur apoptotique 

YO-PR0®-1, mais statistiquement significative, a aussi été observée pour le CLA-mixte (p < 

0.03 à 0.0002, selon la concentration de CLA-mixte ajoutée). Néanmoins, l'induction de 

l'apoptose demeurait faible même à 200 µM, concentration où l'effet cytotoxique du CLA-

mixte était déjà très important. Concernant les isomères CLA-9cis lltrans et CLA-lOtrans 

12cis, aucune induction de l'apoptose telle que mesurée avec l'essai YO-PR0®-1 n'a été 

observée. Ces résultats démontrent que la baisse de survie cellulaire induite par le CLA-

mixte ainsi que les isomères CLA-9cis l ltrans et CLA-lOtrans 12cis n'était pas causée par le 

déclenchement de l'apoptose. 
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Chez les cellules MDA-MB-231, des résultats semblables à ceux obtenus avec les 

cellules MCF-7 sont rapportés à la figure 2B. Encore une fois, le CLA-9cis 1 lcis a causé 

une forte induction de l'apoptose dont le niveau augmentait selon la concentration de CLA-

9cis llcis ajoutée et qui s'accompagnait d'une baisse de la survie cellulaire (Fig. lB). 

Contrairement aux cellules MCF-7, les cellules MDA-MB-231 expriment la caspase-3 

(Janicke et al. 1998). Malgré l'expression de cette importante caspase effectrice, une 

induction très faible de l'apoptose a été observée chez les cellules MDA-MB-231 exposées 

aux CLA-mixte, CLA-9cis lltrans et CLA-lOtrans 12cis. 

Les changements morphologiques associés à l'apoptose se manifestent entre autre par 

une perte d'adhésion cellulaire. Afin de s'assurer que l'induction de l'apoptose n'a pas été 

sous évaluée lors de notre essai, les plaques de 96 puits ont été centrifugées afin de précipiter 

les cellules apoptotiques non adhérentes avant l'incubation avec le marqueur YO-PR0®-1. 

Ces essais ont démontré que le nombre de cellules en suspension était insuffisant pour 

modifier la quantification de l'apoptose par le YO-PR0®-1 36 h après l'addition des CLAs 

(résultats non rapportés). 

Effet radiosensibilisateur des CLAs 

Avant de déterminer si les CLAs pouvaient agir en tant que radiosensibilisateurs, les 

niveaux de radiosensibilité des lignées cellulaires MCF-7 et MDA-MB-231 ont été 

déterminés (Fig. 3). Après une incubation de 24 h suite à l'ensemencement, les cellules ont 

reçu une dose unique de 2 ou 5 Gy à l'aide d'une source de 6°Co et leur niveau de survie 

cellulaire a été mesuré par essai de formation de colonies. Cet essai a été utilisé parce qu'il 
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tient compte de la mort mitotique induite par les radiations, phénomène cellulaire non 

détectable par des essais métaboliques comme le test MTT. 

Pour les cellules MCF-7, une survie cellulaire de 80.5 % a été obtenue à 2 Gy et 

diminuait à 34 % après exposition à une dose de 5 Gy. Les cellules MDA-MB-231 se sont 

avérées plus radiosensibles puisque leur survie se situait à 52.4 % pour une dose de 2 Gy et à 

13 .4 % après une exposition de 5 Gy. 

La capacité des CLAs d'augmenter la toxicité induite par 5 Gy de radiations 

ionisantes a été déterminée en irradiant les cellules MCF-7 ou MDA-MB-231 24 h après 

l'addition des CLAs. Le calcul de la capacité radiosensibilisatrice a été effectué comme 

mentionné dans la section « Matériel et Méthodes ». Un ratio inférieur à 1 indique que le 

CLA sensibilisait les cellules aux radiations et démontre un effet synergique entre le CLA et 

l'irradiation. Un ratio calculé égale à 1 signifie que l'effet combiné du CLA avec les 

radiations n'avait été qu'additif. Finalement, un ratio supérieur à 1 indique que la toxicité 

cellulaire mesurée en combinant les CLAs aux radiations est inférieure à la somme des 

toxicités obtenues individuellement par ces deux modalités. 

Pour les cellules MCF-7 (Fig. 4A), l'effet radiosensibilisateur le plus prononcé a été 

obtenu avec l'isomère CLA-9cis 1 lcis avec lequel des ratios de 0.53 à 50 µMet de 0.27 à 

100 µMont été calculés. Le CLA-mixte et le CLA-lOtrans 12cis se sont également avérés de 

bons radiosensibilisateurs obtenant des ratios calculés en dessous de 1, alors que seul 

l'isomère CLA-9cis 1 ltrans n'a démontré aucun effet radiosensibilisateur pour la lignée 

MCF-7. 
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Chez les cellules MDA-MB-231 (Fig. 4B), tous les CLAs ont démontré un effet 

radiosensibilisateur à des concentrations de 50 et 1 OO µM. Le meilleur isomère pour 

sensibiliser les cellules MDA-MB-231 aux radiations a encore été le CLA-9cis llcis. Le 

CLA-mixte, le CLA-lûtrans 12cis et le CLA-9cis lltrans ont aussi radiosensibilisé les 

cellules MDA-MB-231 mais à un moindre degré que le CLA-9cis l lcis. Le ratio de 0 

obtenu à 1 OO µM pour le CLA-9cis 11 cis a été causé par une survie nulle des cellules traitées 

au CLA-9cis 1 lcis puis irradié. Par conséquent, l'ampleur de la radiosensibilité du CLA-9cis 

l lcis à 100 µM n'a pu être déterminée. 

Augmentation de l'apoptose en combinant radiations et CLA 

La résistance à l'induction de l'apoptose par les radiations chez les cellules 

cancéreuses du sein est bien connue. Ayant démontré que certains CLAs pouvait induire 

l'apoptose, leur capacité d'augmenter le niveau d'apoptose radio-induite a été déterminée par 

l'essai YO-PR0®-1. Les cellules ont été incubées pendant 24 h avec l'une des préparations 

de CLAs puis exposées à une dose d'irradiation de 5 Gy. Après une seconde incubation de 

24 h, l'essai YO-PR0®-1 a été effectué. La figure 5 représente les niveaux d'apoptose 

induits par l'un des CLA incubé seul (rectangle blanc) qui sont superposés au niveau 

d'apoptose obtenu en combinant CLA et radiation (rectangle noir). Pour les cellules MCF-7 

(Fig. SA), une dose de 5 Gy n'a occasionné aucune augmentation de la fluorescence en 

l'absence de CLA (contrôle éthanol), appuyant l'absence d'apoptose radio-induite chez ces 

cellules. En ajoutant l'isomère CLA-9cis llcis, des augmentations considérables d'apoptose 

radio-induite ont été notées. D'autre part, le CLA-mixte a induit qu'une faible augmentation 
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de l'apoptose radio-induite, alors qu'une pré-incubation avec le CLA-9cis 1 ltrans et le CLA-

lOtran 12cis n'a eu aucun effet d'amplification de l'apoptose (Fig. 5A). 

Chez les cellules MDA-MB-231, la même tendance a été observée (Fig. 5B). Bien 

que le CLA-mixte augmentait légèrement le niveau d'apoptose radio-induite, seul l'isomère 

CLA-9cis llcis a conduit à de fortes stimulations de l'apoptose en combinaison avec les 

radiations. 
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Discussion 

Le but de cette étude était de déterminer si le CLA et en particulier certains de ses 

isomères pouvaient exercer un effet radiosensibilisateur sur deux lignées de cancer du sein, 

soit les cellules MCF-7 et MDA-MB-231. Pour ce faire, le CLA-mixte contenant 

principalement les isomères CLA-9cis 1 ltrans et CLA-lOtrans 12cis a été comparé à 3 

isomères purifiés du CLA, soit le CLA-9cis l lcis, le CLA-9cis lltrans et le CLA-lOtrans 

12cis. 

Un test de formation de colonies a permis de déterminer que la survie des cellules 

MCF-7 et MDA-MB-231 était diminuée par le CLA-mixte de même que par les isomères 

CLA-9cis l lcis et CLA-lOtrans 12cis. Des résultats opposés ont cependant été obtenus avec 

l'isomère CLA-9cis 1 ltrans. Celui-ci a démontré un effet cytotoxique faible chez les cellules 

MCF-7, alors que la survie chez les cellules MDA-MB-231 était fortement diminuée. Ces 

résultats suggèrent que des voies d'induction de mortalité différentes peuvent être utilisées 

chez les cellules MCF-7 comparativement aux cellules MDA-MB-231. En plus, ces résultats 

démontrent que les réponses cellulaires peuvent grandement variées selon le type d'isomère 

de CLA étudié. 

D'autres équipes ont déjà rapporté qu'une exposition au CLA-mixte diminuait la 

prolifération des cellules MCF-7 (Cunningham et al. 1997; Shultz et al. 1992; Durgam et 

Fernandes 1997; Park et al. 2000; O'Shea et al. 2000). Notre étude supporte ces résultats et 

met en plus en évidence l'effet toxique qui serait surtout associé à l'isomère CLA-lOtrans 

12cis qui constitue environ 50 % du CLA-mixte. Nos résultats semblent cependant différés 

de ceux obtenus par Durgam et Fernandes (1997). Ceux-ci ont observé que le CLA-mixte à 
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35 µM diminuait que faiblement la prolifération des cellules MDA-MB-231, alors que 

l'inhibition était plus marquée chez les cellules MCF-7. Les cellules MCF-7 étant estrogène-

récepteur positives et les cellules MDA-MB-231 estrogène-récepteur négatives, les auteurs 

suggéraient que le CLA-mixte interfère avec une voie mitogénique régulée par l'estrogène. 

Notre essai de formation de colonies qui mesure le niveau de toxicité cellulaire démontre 

cependant que les cellules MDA-MB-231 sont plus sensibles au CLA-mixte que les cellules 

MCF-7. Nous suggérons que l'effet à long terme du CLA-mixte, tel que mesuré par le test 

de formation de colonies, conduirait à une mortalité cellulaire indépendant de l'expression 

des récepteurs d'estrogènes. 

Les cellules cancéreuses du sein ont fréquemment perdu leur capacité d'entrer 

facilement en apoptose, limitant ainsi l'efficacité des traitements anticancéreux. À la 

recherche d'un bon inducteur de l'apoptose, la capacité du CLA-mixte et des 3 isomères à 

induire l'apoptose chez les cellules MCF-7 et MDA-MB-231 a été déterminé à l'aide du 

marqueur apoptotique YO-PR0®-1. L'équipe de Majumder a déjà démontré que le CLA-

mixte pouvaient augmenter ou diminuer l'expression de certains gènes reliés à l'apoptose 

tels que p53, bcl-2 et bax chez les cellules MDA-MB-231 (Majumder et al. 2002). Nos 

résultats avec le marqueur YO-PR0®-1 confirment que le CLA-mixte peut induire 

l'apoptose chez les cellules MCF-7 et MDA-MB-231, mais que l'induction est environ 10 

fois plus élevée avec l'isomère CLA-9cis llcis. Quant aux deux autres isomères, soit le 

CLA-9cis lltrans et le CLA-lOtrans 12cis, une induction faible ou nulle de l'apoptose n'a 

été notée. Les isomères CLA-9cis lltrans et le CLA-lOtrans 12cis étant les principaux 

constituants du CLA-mixte, nos résultats suggèrent que ces derniers ne sont pas impliqués 
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dans l'induction de l'apoptose chez les cellules étudiées. L'induction de l'apoptose observée 

avec ce CLA-mixte serait causée par un isomère minoritaire non identifié. 

Nos résultats indiquent aussi que l'induction de l'apoptose peut varier énormément 

selon le type de cellules cancéreuses étudiées. Ainsi, l'isomère CLA-lOtrans 12 cis qui s'est 

avéré être un bon inducteur de l'apoptose chez des cellules cancéreuses colorectales MIP-

101 ainsi que PC-3 de la prostate n'a pas déclenché d'apoptose chez les cellules cancéreuses 

du sein MCF-7 et MDA-MB-231. Les différentes réponses apoptotiques obtenues avec les 

CLAs démontrent que le déclenchement de l'apoptose est étroitement lié à l'isomère de CLA 

et au type de cancer étudiés. 

Comme prévu, une dose de 5 Gy n'a induit aucune apoptose chez les cellules MCF-7 

et MDA-MB-231, telles que mesurées avec le marqueur YO-PR0®-1. Les essais de 

formation de colonies démontrent cependant qu'une dose de 5 Gy diminue la survie de ces 

deux lignées cellulaires. Ces résultats suggèrent que la mort mitotique habituellement 

attribuée aux radiations n'est pas reliée à une apoptose radio-induite dans les 24 h suivant 

l'exposition aux radiations. Parmi les préparations de CLA testées, seul l'isomère CLA-9cis 

llcis a conduit de façon marquée à l'augmentation de l'apoptose radio-induite chez les 

cellules MCF-7 et MDA-MB-231. Cette propriété du CLA-9cis llcis s'est traduite par une 

forte augmentation de la radiosensibilité des cellules cancéreuses du sein MCF-7 et MDA-

MB-231. Bien que les préparations CLA-mixte et CLA-lOtrans 12cis ne stimulaient pas le 

déclenchement de l'apoptose radio-induite, une augmentation de la radiosensibilité était 

mesurée. Cette augmentation de la radiosensibilité par ces CLAs démontre que leur effet 

radiosensibilisateur associe à d'autre type de mort cellulaire. 
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L'induction de l'apoptose induite par l'isomère CLA-9cis 1 lcis et amplifiée en 

réponse à une exposition aux radiations ne semble pas dépendante de la caspase-3. Un niveau 

d'apoptose environ 1,5 fois plus élevé a été mesuré chez les cellules MCF-7 déficientes en 

caspase-3 comparativement aux cellules MDA-MB-231 qui expriment la caspase-3. Ces 

résultats suggèrent que chez ces cellules cancéreuses du sein, l'expression de la caspase-3 ne 

serait pas essentielle pour induire une apoptose avec l'isomère CLA-9cis 1 lcis. 

D'autre part, l'induction de l'apoptose chez ces cellules semble fortement 

stéréospécifique puisqu'une exposition au CLA-mixte ainsi qu'aux isomères CLA-9cis 

l ltrans et le CLA-10trans 12cis n'entraînait pas d'accumulation du marqueur apoptotique 

YO-PR0®-1. 

Les radiations ionisantes peuvent induire une mort mitotique ou un arrêt de 

prolifération permanent ou temporaire. Suite à une dose cumulative de 20 à 60 Gy, un retour 

de la prolifération a déjà été observé chez les cellules MCF-7. Ce phénomène pourrait en 

partie expliquer la récurrence des cancers du sein observée en clinique suite aux traitements 

de radiothérapie et chimiothérapie. Par conséquent, l'addition d'un inducteur de l'apoptose 

durant les séances de radiothérapie pourrait s'avérer un outil puissant pour inhiber la 

récurrence des cancers du sein. 

En conclusion, contrairement aux précédentes études effectuées sur des lignées de 

cancer colorectal ou de prostate, l'induction de l'apoptose n'est pas induite par le CLA-mixte 

et le CLA-lOtrans 12cis chez les lignées de cancer du sein MCF-7 et MDA-MB-231. Parmi 
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les CLAs étudiés, seul l'isomère CLA-9cis llcis a déclenché une apoptose dont la réponse 

s'amplifiait suite à une combinaison avec les radiations ionisantes. Bien que très peu étudié, 

cet isomère CLA-9cis l lcis pourrait donc s'avéré un bon candidat pour augmenter la 

radiosensibilité de cellules cancéreuses du sein résistantes au déclenchement de l'apoptose en 

réponse aux traitements de radiothérapie. 
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Légendes des figures 

Fig. 1. Diminution de la survie cellulaire par le CLA-mixte (+),le CLA-9cis 11 cis (11), le 

CLA-9cis l ltrans ( Â) et le CLA- lOtrans 12cis ( •) déterminée par test de formation de 

colonies. Cellules MCF-7 (A) et cellules MDA-MB-231 (B). 

Fig. 2. Effet des CLAs sur l'induction de l'apoptose. Après une incubation de 36 h avec l'un 

des CLAs, le niveau d'apoptose a été mesurée à l'aide du marqueur apoptotique YO-PR0®-

1 chez les cellules MCF-7 (A) et MDA-MB-231 (B). CLA-mixte ( D ), du CLA-9cis l lcis 

( Ill ), du CLA-9cis 1 ltrans ( Sil ) et du CLA-lOtrans 12cis ( ~ ). 

Fig. 3. Effet des radiations gamma sur la survie cellulaire en fonction de la dose pour les 

cellules MCF-7 (•)et MDA-MB-231 (11) déterminé par test de formation de colonies. 

Fig. 4. Effet radiosensibilisateur du CLA-mixte, CLA-9cis llcis, CLA-9cis lltrans et du 

CLA-lOtrans 12cis sur les cellules MCF-7 (A) et MDA-MB-231 (B) suite à une dose 

d'irradiation de 5 Gy. Ratio < l: radiosensibilisateur synergique; ratio = l: 

radiosensibilisateur additif; ratio > l: radiosensibilisateur non additif. 

Fig. 5. Induction de l'apoptose chez les cellules MCF-7 (A) et MDA-MB-231 (B) en 

combinant CLA et radiation. 0 Gy: D; 5 Gy: Ill. 
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Figure 3 
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DEUXIÈME PARTIE 

Inhibition du potentiel métastatique par les CLAs 
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, , 
MATERIELS ET METHODES 

1. Matériel 

L'acide octadécadiènoïque conjugué (CLA-mixte) (Sigma, St. Louis, MO) et les isomères 

acide 9( cis ), 11 (trans )-octadécadiènoïque (CLA-9cis 1 ltrans ), acide 9( cis ), 11 ( cis )-

octadécadiènoïque (CLA-9cis l lcis) et acide 10(trans),12(cis)-octadécadiènoïque (CLA-

lûtrans 12cis) (Matreya, Bellefonte, PA) ont été solubilisés dans l'éthanol 100% à une 

concentration de 100 mM et conservés sous atmosphère d'azote à -20°C. Pour la 

solubilisation dans le milieu de culture, une solution de 1 mM a été préparée dans du 

Minimal Essential Medium (MEM) (Sigma) contenant 1 % d'albumine sérique bovine 

(BSA) (Sigma). Après agitation d'une heure à 37 °C, les CLA ont été dilués aux 

concentrations voulues dans le milieu de culture MEM. Le CLA-mixte est composé de 

divers isomères. Son analyse par chromatographie en phase gazeuse (GC) (Kemestrie, 

Sherbrooke, Qc) a démontré la présence de 2 principaux isomères, soit le CLA-9cis l ltrans à 

52% et le CLA-lOtrans 12cis à 48%. 

2. Culture cellulaire 

Les cellules cancéreuses mammaires humaines MCF-7 (American Type Culture Collection : 

HTB-22), MDA-MB-231 (American Type Culture Collection: HTB-26) ainsi que les 

cellules cancéreuses mammaires de souris 4Tl (don du Dr Fred Miller, Michigan Cancer 

61 



Foundation, Wayne State University School of Medicine, Detroit, Michigan) ont été 

cultivées dans du MEM (Sigma) contenant 1 mM de pyruvate de sodium, 2 mM de L-

glutamine, 1 µg streptomycine/ml, 1 U pénicilline G/ml, 0.25 µg amphotéricine Wml et 

enrichi de 10% sérum fœtal bovin (FBS) (Gibco BRL, Grand Island, NY) à 37°C sous un 

atmosphère humide contenant 5% C02. 

3. Modulation du potentiel métastatiqu.e in vivo 

Les cellules 4T1 ont été incubées pendant 48 heures dans du MEM enrichi de 10% FBS 

contenant 50 ou 100 µM de CLA-mixte, CLA-9cis llcis, CLA-9cis lltrans ou de CLA-

1 Otrans 12cis. Les cellules contrôles ont été incubées dans du MEM contenant 0.1 % 

d'éthanol. Suite à l'incubation, les cellules ont été décollées du Pétri à l'aide de la solution 

Cell Dissociation (Sigma) comme décrit par le fournisseur. Après centrifugation, les cellules 

ont été resuspendues dans 2 ml de MEM sans FBS et 50 µl de cellules ont été colorées avec 

50 µl de Trypan Bleu 0.4 % afin de ne compter que les cellules vivantes. Une solution de 1 

X 106 cellules/ml a été préparée dans du MEM sans FBS. Un volume de 0.1 ml, soit 1 X 105 

cellules, ont été injectées par intraveineuse dans la queue de souris Balb/c (Charles River 

Laboratories, Wilmington, MA). Chaque groupe était composé de 5 souris. L'expérience a 

été répétée 4 fois pour un total de 20 souris par condition. Après 18 jours d'incubation, les 

souris ont été sacrifiées par dislocation cervicale et les poumons récoltés. Les poumons ont 

été conservés dans du formaldéhyde 10% jusqu'au décompte des nodules pulmonaires. La 

présence de nodules pulmonaires a été comptabilisée à l'aide d'un microscope optique avec 

un facteur grossissant 4 X. 
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4. Détermination du potentiel invasif par chambre de Boyden 

Le potentiel invasif des cellules MDA-MB-231 a été déterminé grâce aux chambres 

d'invasion de Boyden. Ces chambres, comme illustrées à la figure 10, sont formées de 2 

compartiments, le compartiment supérieur et le compartiment inférieur. Les deux 

compartiments sont séparés par une membrane de polyéthylène térephtalate (PET) contenant 

des pores de 8 µM recouverte d'une mince couche de Matrigel. Le Matrigel est en fait une 

reconstitution artificielle de la matrice extracellulaire. Les chambres d'invasion de Boyden 

permettent ainsi de déteminer s'il y a augmentation ou diminution du potentiel invasif suite à 

un traitement. Les chambres d'invasion de Boyden (BD Biosciences, Mississauga, Ont.) ont 

tout d'abord été réhydratées avec 500 µl de MEM contenant 0.1 % BSA (Sigma) pendant 2 

heures à 25°C. Les cellules MDA-MB-231 ont été décollées du Pétri à l'aide de la solution 

Cell Dissociation (Sigma). Le milieu MEM dans la chambre d'invasion a été retiré et 500 µl 

d'une solution contenant 1X104 cellules MDA-MB-231 dans du MEM supplémenté de 0.1 

% BSA et de CLA-mixte, CLA-9cis llcis, CLA-9cis lltrans ou CLA-lOtrans 12cis à une 

concentration finale de 10 ou 100 µM a été ajouté à la chambre. Pour le contrôle, de 

l'éthanol 0.1 % a été ajouté à la chambre d'invasion avec les cellules MDA-MB-231 au lieu 

des CLAs. Dans le compartiment du bas de la chambre d'invasion, 500 µl de MEM 

contentant 10 % FBS a été ajouté comme chimioattractant. Les chambres ont alors été 

incubées pendant 36 heures à 37 °C dans une atmosphère contenant 5 % C02• Suite à cette 

incubation, les cellules de la surface supérieure de la chambre ont été retirées à l'aide d'un 

coton tige. Les cellules collées à la surface inférieure de la membrane ont été fixée à 

l'éthanol 70 % et colorées au cristal violet 0.1 %. La membrane a alors été retirée de la 
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chambre à l'aide d'une lame de rasoir et les cellules ayant passée de la surface supérieure à la 

surface inférieure de la membrane ont été comptées au microscope. 

MATRIGEL 
Matrix 

Chemoattractant 

FALCONCell 
Culture lnsert 

L 

FALCONîC 
ComJ!>.anion Plate 

Figure 10: Représentation schématique d'une chambre d'invasion de Boyden. 
(Catalogue de Becton Dickinson Labware (1997/98) p99) 

5. Culture cellulaire sur Matrigel 

Le Matrigel ne contenant pas de rouge phénol (Becton Dickinson Labware, Bedford, MA) a 

été dilué 1 : 1 dans du Mammary Epithelium Basal Medium (MEBM) (Cambrex, 

Walkersville, MD). Dans chaque puits d'une plaque 6 puits, 500 µI du Matrigel dilué a été 

ajouté et uniformément étendu. La plaque a été incubée pendant 1 heure à 37 °C et 5 % C02 

afin de laisser figer le Matrigel. Suite à l'incubation, 6 X 105 cellules MCF-7 ou MDA-MB-

231 ont été ensemencées par puits dans 3 ml de MEBM contenant 156 µg bovine pituitary 
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extract (BPE)/ml, 10 ng human recombinant epidermal growth factor (hEGF)/ml, 5 µg 

insuline/ml, 0.5µg hydrocortisone/ml, 50 µg gentamicine/ml et 50 µg amphotéricine B/ml 

(Cambrex). Après une incubation de 4 heures à 37 °C permettant l'adhésion des cellules, le 

milieu de culture a été retiré et 3 ml de MEBM complet auquel le CLA-mixte, CLA-9cis 

llcis, CLA-9cis lltrans ou le CLA-lOtrans 12cis à des concentrations finales de 50 et 100 

µMont été ajoutés. Pour le contrôle, 0.1 % d'éthanol a été ajouté au milieu. Les cellules ont 

été incubées pendant 24 heures à 37 °C et 5 % C02• 

6. Préparation de milieux conditionnés 

Après l'incubation de 24 heures des cellules sur le Matrigel avec ou sans les CLAs, le milieu 

de culture a été récupéré. Ce milieu conditionné a été centrifugé à 1400 RPM pendant 15 

minutes à 4 °C afin de retirer les cellules qui pourraient se trouver dans le milieu. Le milieu 

conditionné a ensuite été concentré 10 fois à l'aide des colonnes Centricon YM-30 

(Millipore, Nepean, Ont.). La purification de la MMP-2 et/ou de la MMP-9 a été effectuée à 

l'aide d'une suspension de gelatine-agarose (Sigma). Brièvement, 200 µl de la solution 

saline de gelatine-agarose ont été ajoutés aux 300 µl de milieu conditionné concentré. Les 

échantillons ont ensuite été incubés pendant l heure à 4 °C avec agitation constante. Par la 

suite, les échantillons ont été centrifugés pendant 2 minutes à 10 OOOg à 4 °C. Le surnageant 

a été retiré et le culot a été resuspendu dans 1 ml de tampon d'équilibration (50 mM Tris-Hel 

pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM CaCh et 0.02 % Brij-35). Après une incubation de 10 minutes 

à 4 °C avec agitation constante, les échantillons ont été centrifugés à l 0 OOOg. Le surnageant 

a été retiré et le culot lavé deux autres fois avec 1 ml de tampon d'équilibration. Après le 
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troisième lavage, le culot a été resuspendu dans 300 µl de tampon d'élution (50 mM Tris-

HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM CaCh, 0.02 % Brij-35 et 10 % DMSO) afin de permettre 

la libération des MMPs de la gélatine-agarose. Les échantillons ont été incubés pendant 30 

minutes à 4 °C et centrifugés pendant 2 minutes à 10 OOOg. Les sumageants ont été 

récupérés et conservés. Le culot a été resuspendu une seconde fois dans le tampon d' élution 

afin de récupérer le maximum de MMP-2 et/ou MMP-9. Les sumageants des première et 

deuxième élutions ont été regroupés. Afin de diluer au maximum le DMSO contenu dans les 

échantillons, ces derniers ont été dilués au moins 10 fois et concentrés à l'aide de colonnes 

Centricon YM-30 (Millipore) jusqu'à un volume final de 100 µl. Les échantillons ont été 

conservés à 4 °C jusqu'à leur utilisation. 

7. Zymographie 

L'étude de l'activité enzymatique des gélatinases MMP-2 et/ou MMP-9 a été faite par gel de 

zymographie. Le principe de la zymographie est que le substrat protéique des enzymes 

étudiées, la gélatine dans le cas présent, est ajouté dans le gel séparateur. Après la migration, 

le gel est incubé pendant une nuit, permettant ainsi la dégadation de la gélatine par la MMP. 

Suite à la coloration du gel au bleu de Coomassie, la MMP-2 et/ou la MMP-9 pourront être 

visualisées sur le gel sous la forme de zones claires correspondant à la protéolyse du substrat 

sur un gel coloré en bleu. Un gel séparateur contenant 12 % d'acrylamide, 375 mM Tris pH 

8.8 et 2 mg gélatine/ml et un gel concentrateur contenant 4 % d'acrylamide et 125 mM Tris 

pH 6.8 ont tout d'abord été préparés. Une pré-migration de 15 minutes à 150 V et 4 °C a été 

effectuée dans le tampon d'électrophorèse (25 mM Tris-base, 200 mM glycine et 0.1 % 
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SDS). Les échantillons ont été préparés en ajoutant 10 µl de tampon d'échantillon (125 mM 

Tris pH 6.8, 4 % SDS, 0.005 % bleu de bromophénol et 20 % glycérol) à 10 µl d'échantillon. 

Un contrôle positif de MMP-2 a été préparé en activant de la proMMP-2 (Calbiochem, San 

Diego, CA). Brièvement, 17 ng de proMMP-2 ont été incubés 2 heures à 37 °C dans un 

tampon contenant 0.05 M borate pH 7.5, 5 mM CaCh, 20 % glycérol, 0.005 % Brij-35 et 

0.01 mM de ZnClz auquel 1 mM d'acétate 4-aminophénylmercurique (APMA) (Sigma) a été 

ajouté. 1 ng de MMP-2 activée a été chargée dans le gel en même temps que les 

échantillons. Une migration de 4 heures à 150 V et 4 °C a été effectuée. Le gel a ensuite été 

incubé pendant 30 minutes à température ambiante dans 2.5 % Triton X-100 afin de 

renaturer les MMPs. Par la suite, le gel a été incubé toute la nuit à 3 7 °C avec agitation dans 

le tampon de développement (50 mM Tris pH 7.6, 200 mM NaCl, 5 mM CaC}z et 0.02 % 

Brij-35) permettant alors aux MMPs de digérer la gélatine emprisonnée dans le gel 

d'acrylamide. Finalement, le gel a été coloré pendant 1 heure dans une solution colorante 

contenant 0.1 % bleu de Coomassie, 40 % méthanol et 10 % acide acétique. Le gel a été 

scellé dans un sac de plastique et numérisé à l'aide d'un numériseur Scanjet 4400c (Hewlett 

Packard). 

8. Extraction de l' ARN total 

Suite à l'incubation des cellules MCF-7 et MDA-MB-231 avec les CLAs sur le Matrigel, les 

cellules ont tout d'abord été retirées du Matrigel avec la solution Matrisperse Cell Release 

(Becton Dickinson Labware) tel que décrit par le fabriquant. L' ARN a ensuite été extrait des 
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cellules à l'aide du RNeasy Mini Kit (Qiagen Inc. Mississauga, Ont.) comme décrit par le 

fabriquant. L' ARN a ensuite été dosé par spectrophotométrie. 

9. Transcription inverse (RT) pour la synthèse de cDNA 

L' ARNm extrait des cellules a été transformé en cDNA par transcription inverse. 1 µg 

d'ARN total a été ajouté au tampon M-MLV reverse transcriptase (50 mM Tris-HCl pH 8.3, 

75 mM KCl, 3 mM MgCh et 10 mM DTT) (Promega) contenant 1 mM dNTPs (Amersham 

Biosciences, Baie d'Urfé, Qué.), 20 unités de RNAguard porcin (Amersham Biosciences), 10 

µM pd (N)6 random hexamer (Amersham Biosciences), 200 unités de M-MLV reverse 

transcriptase (Promega, Madison, WI) pour un volume final de 20 µl. Les tubes ont été 

placés dans un thermocycler Px2 (Thermo Hybaid, Franklin, MA) pour un cycle de 10 

minutes à 20 °C, 50 minutes à 42 °C et 5 minutes à 95 °C. Les cDNAs nouvellement 

synthétisés ont été conservés à 4 °C jusqu'à leur utilisation. 

1 O. Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 

La quantification des niveaux d' ARNm de la MMP-2 et de la MMP-9 a été effectuée par 

réaction de polymérisation en chaîne. La MMP-9 (fragment de 455 pb) (sens: 5' TGG ACG 

ATG CCT GCA ACG TG 3') (antisens: 5' GTC GTG CGT GTC CAA AGG CA 3') a été 

coamplifiée avec la GAPDH (fragment de 307 pb) (sens: 5' CGG AGT CAA CGG ATT 

TGG TCG TAT 3') (Antisens: 5' AGC CTT CTC CAT GGT GGT GAA GAC 3') alors que 
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pour la MMP-2 (fragment de 474 pb) {sens: 5' GGC CCT GTC ACT CCT GAG AT 3') 

{antisens: 5' GGC ATC CAG GTT ATC GGG GA 3') la coamplification était impossible à 

cause d'un problème de compétition. La MMP-2 et la GAPDH ont donc été amplifiées dans 

des tubes séparés. 2 µl de cDNAs ont été ajouté à une solution contenant 80 µM dNTPs, 0.4 

µM d'amorces sens (MMP-2 ou MMP-9), 0.4 µM d'amorces antisens (MMP-2 ou MMP-9), 

2.5 unités de Taq DNA polymérase (Fisher Scientific, Nepean, Ont.) et le tampon de Taq 

polymérase (10 mM Tris-HCl pH 9.0, 50 mM KCI, 1.5 mM MgC}z) dans un volume final de 

50 µl. Les tubes ont été placés dans un thermocycler Px2. Un premier chauffage de 30 

secondes à 94 °C a été effectué. Ensuite, 35 cycles ont été fait de la façon suivante: 1 minute 

à 94 °C, 30 secondes à 55 °C et 1 minute à 72 °C. Lorsqu'il restait 22 cycles une pause a été 

effectuée afin d'ajouter à des concentrations finales 0.4 µM d'amorce GAPDH sens et 

antisens. Après les cycles d'amplification, une élongation finale de 5 minutes à 72 °C a été 

faite. Les échantillons ont été conservés à 4 °C jusqu'à leur utilisation 

11. Quantification des niveaux d' ARNm de la MMP-2 et MMP-9 

Le dosage des fragments de MMP-2, MMP-9 et GAPDH amplifiés par PCR a été effectué 

dans un gel de 60 ml de 1.8 % d'agarose dans du tampon TAE (40 mM Tris-acetate et 1 mM 

éthylènediaminetétraacétate (EDTA)) auquel 6 µi de colorant d'acides nucléiques SYBR 

Green I {Sigma) ont été ajoutés afm d'obtenir une concentration finale de lX de SYBR 

Green I. Les échantillons ont été préparés de sorte que 4 µl de tampon de chargement 3X 

(7.5 % Ficoll, 0.125 % bleu de bromophénol, 0.125 % xylène cyanol et 1.5 X TAE) et 2 µl 

de SYBR Green I 1 OOX (dilué dans de l'eau à partir du 10 OOOX) ont été ajoutés à 6 µl 
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d'échantillon. Le marqueur de poids moléculaire 1 Kb ladder (GibcoBRL) a été utilisé à 

raison de O. 5 µg par puits. Après une incubation de 30 minutes à température ambiante les 

échantillons ont été chargés dans le gel et une migration de 5 minutes à 1 OOV suivie de 45 

minutes à 80V ont été effectuées. Le gel a ensuite été rincé à l'eau et numérisé à l'aide d'un 

scanner laser STORM (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA). Les bandes ont été 

quantifiées à l'aide du programme lmageQuant (Molecular Dynamics). L'intensité des 

bandes de GAPDH a été normalisée entre chacun des puits et un facteur de correction a été 

déterminé. Les niveaux de MMP-2 et MMP-9 ont été déterminés en corrigeant l'intensité 

des bandes de MMP-2 et MMP-9 par le facteur de correction précédemment déterminé. 
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RÉSULTATS 

1. Modulation in vivo du potentiel métastatique 

Les dernières étapes de l'invasion cellulaire sont principalement l' extravasion (sortie de la 

circulation sanguine), la migration jusqu'à un organe cible, le déplacement des cellules dans 

la membrane basale et la matrice extracellulaire et la formation de nodules métastatiques. La 

capacité des cellules cancéreuses à exécuter ce parcours peut être mesurée in vivo à l'aide 

d'un modèle expérimental d'induction de métastases pulmonaires. Cet essai a permis de 

déterminer l'effet du CLA et de 3 de ses isomères sur les étapes finales du processus 

métastatique. L'habileté des cellules 4Tl à former suffisamment de nodules métastatiques 

permettant d'observer une hausse ou une baisse du nombre de nodules selon le traitement en 

a fait des cellules de choix pour cet essai. Les cellules 4Tl ont d'abord été préincubées 

pendant 48 heures avec le CLA ou les isomères. Suite à l'incubation, les cellules ont été 

récupérées, comptées et finalement injectées par voie intraveineuse dans la queue de souris 

Balb/c. Après 18 jours les souris ont été sacrifiées et les nodules pulmonaires dénombrés. 

Le CLA-mixte à une concentration de 50 µMa été le plus efficace pour diminuer le nombre 

de nodules pulmonaires (figure 11). En effet, suite à une préincubation de 48 heures des 

cellules 4Tl avec le CLA-mixte à 50 µM, la moyenne du nombre de nodules métastatiques 

est passée de 45.5 ± 7.3 pour le contrôle à 28.7 ± 5.3, soit une diminution de 37 %. Le CLA-

mixte à 100 µM et le CLA-9cis llcis à 50 µM ont également diminués le nombre de 

métastases pulmonaires, mais de façon moins prononcée. Un test de student a permis de 
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constater que tous les autres isomères n'ont eu aucun effet significatif sur le nombre de 

nodules pulmonaires. 

60 ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~---. 
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Figure 11 : Modulation in vivo du nombre de nodules pulmonaires suite à un 
prétraitement de 48 heures avec le CLA et trois de ses isomères. Les cellules 4Tl ont été 
incubées 48 heures avec le CLA-rnixte, le CLA-9cis llcis, le CLA-9cis 1 ltrans ou le CLA-
1 Otrans 12cis à 50 ou 1 OO µMou avec de l'éthanol 0.1 % pour le contrôle. 

2. Modulation in vitro du potentiel métastatique 

Le passage des cellules cancéreuses de la tumeur primaire à la circulation sanguine peut être 

possible grâce à la dégradation protéolytique de la matrice extracellulaire. Afin de vérifier 

l'effet du CLA-rnixte et de trois de ses isomères sur la capacité d'invasion, des chambres 

d'invasion ont. été utilisées. Ces chambres sont composées d'une membrane poreuse 

recouverte d'une couche de Matrigel. Les cellules cancéreuses du sein MDA-MB-231 ont 
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été déposées dans le compartiment supérieur de la chambre dans du milieu contenant l'un 

des CLAs. Après une incubation de 36 heures, les cellules ayant réussies à traverser la 

couche de Matrigel et la membrane poreuse ont été dénombrées. Malheureusement, le 

potentiel métastatique n'a pu être vérifié in vivo et in vitro avec le même type cellulaire. 

Effectivement, l'utilisation des cellules MDA-MB-231 in vivo aurait demandé de développer 

un modèle chez la souris nude environnement où les lignées de cancer du sein ne prolifèrent 

généralement pas bien. D'autre part, les 4Tl peuvent être utilisées en chambre d'invasion, 

mais les rendements sont faibles et la reproductibilité pas très bonne. 

Le CLA-9cis 1 ltrans de même que le CLA-lOtrans 12cis n'ont eu aucun effet sur la capacité 

invasive des cellules MDA-MB-231. Par contre, le CLA-mixte et le CLA-9cis llcis ont eu 

un effet important sur le potentiel d'invasion. En effet, lorsqu'incubées avec le CLA-mixte à 

une concentration aussi faible que 10 µM, le pourcentage d'invasion des cellules MDA-MB-

231 n'est que de 35 % comparativement au contrôle normalisé à 100 %. À 100 µM le CLA-

mixte a un effet semblable à celui observé à 10 µM suggérant une saturation de son effet 

anti-métastatique. L'isomère le plus efficace s'est avéré être le CLA-9cis llcis avec un 

pourcentage d'invasion de 16.8 % à 10 µMet 7.1%à100 µM (figure 12). 
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Figure 12 : Modulation in vitro du potentiel d'invasion des cellules MDA-MB-231 par 
le CLA-mixte et trois de ses isomères. Les cellules MDA-MB-231 ont été déposées dans 
une chambre d'invasion de Boyden dans du milieu contenant l'un des CLAs. Après 36 
heures, les cellules ayant traversées la couche de Matrigel ont été dénombrées. 

3. Détermination des niveaux protéiques de MMP-2 et MMP-9 par gel de zymographie 

La dégradation de la matrice extracellulaire permettant le passage des cellules cancéreuses de 

la tumeur primaire vers la circulation sanguine est effectuée par des enzymes protéolytiques 

nommées MMPs. Les MMPs sont sécrétées par les cellules cancéreuses. Les niveaux 

protéiques de MMP-2 et de MMP-9 suite à une incubation de 24 heures avec le CLA-rnixte, 

le CLA-9cis l lcis, le CLA-9cis l ltrans ou le CLA-lûtrans 12cis ont été évalués par 

zymographie. Les cellules MCF-7 ou MDA-MB-231 ont été tout d'abord ensemencées dans 

des plaques contenant une couche de Matrigel permettant une meilleure expression des 
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MMP-2 et MMP-9. Les CLAs ont ensuite été ajoutés pour une période de 24 heures. Les 

milieux de culture ont été récoltés, purifiés sur colonne de gélatine-agarose et concentrés 

avant d'effectuer la zymographie. 

Dans la présente étude, les niveaux protéiques de MMP-2 et de MMP-9 n'ont pu être 

déterminé par gel de zymographie. Le passage des échantillons dans une colonne de 

gélatine-agarose a occasionné de bonnes pertes de MMP-2 et -9. Puisque ces MMPs sont 

déjà faiblement présentes dans les milieux conditionnés les niveaux étaient alors trop faibles 

pour être détectés par gel de zymographie (résultats non-illustrés). 

4. Détermination des niveaux d' ARNm de MMP-2 et MMP-9 par RT-PCR 

La présence de BSA dans les milieux conditionnés ajoutant une étape de purification des 

milieux causant alors une perte importante de MMP-2 et MMP-9, le dosage de ces MMPs 

par RT-PCR a été tenté. Après une incubation de 24 heures des cellules MDA-MB-231 sur 

Matrigel avec les CLAs, l'ARN a été extrait, transformé en ADNc par transcription inverse 

puis amplifié par réaction de polymérisation en chaîne. Les fragments amplifiés ont été 

migrés sur gel d'agarose puis dosés. Les résultats préliminaires obtenus sont présentés à la 

figure 13. Bien que cette expérience devrait être répétée, une baisse de la quantité de MMP-

2 peut tout de même être notée pour le CLA-mixte de même que pour les trois isomères 

testés et ce à 50 et l OO µM. La baisse la plus importante a été constatée chez les cellules 

ayant été incubées avec le CLA-mixte à une concentration de 100 µM. L'isomère le moins 

efficace s'est avéré être le CLA-9cis 1lcisà50 µMet 100 µM. 
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Figure 13: Quantité relative d' ARN de MMP-2 dosée par RT-PCR chez les cellules 
MDA-MB-231 suite à une incubation avec les CLAs. Les cellules MDA-MB-231 ont été 
ensemencées sur une mince couche de Matrigel puis le CLA-mixte, le CLA-9cis llcis, le 
CLA-9cis lltrans ou le CLA-lOtrans 12cis a été ajouté aux concentrations indiquées pour 
une période de 24 heures. Les cellules contrôles ont été incubées dans de l'éthanol 0.1 %. 

Les niveaux d'ARNm de la MMP-9 suite à l'incubation des cellules MDA-MB-231 n'ont pu 

être déterminée par RT-PCR. En effet, l'expression de la MMP-9 semble être plutôt faible 

chez ces cellules. Afin de vérifier si l'absence d'amplification de la MMP-9 n'était pas due à 

des conditions d'amplification inadéquates, les cellules MDA-MB-231 ont été incubées 24 

heures en présence de 0.3 µM de phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA), un agent reconnu 

pour augmenter notamment l'expression de la MMP-9 et -2. L'incubation des cellules 

MDA-MB-231 avec le PMA a permis de détecter la MMP-9 par RT-PCR, suggérant alors 

que la MMP-9 est normalement trop faiblement exprimée chez les MDA-MB-231 pour être 

visualisée par RT-PCR. 
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DISCUSSION 

Le premier but de cette étude était de déterminer si le CLA et trois de ses isomères pouvaient 

tout d'abord exercer un effet radiosensibilisateur sur deux lignées humaines de cancer du 

sein, soit les cellules MCF-7 et MDA-MB-231. Le second but de l'étude était de vérifier si 

ces CLAs pouvaient inhiber le potentiel métastatique des cellules MDA-MB-231 mais, 

également d'une lignée de cellules cancéreuses mammaires de souris, soit les cellules 4Tl. 

Pour ce faire, le CLA-mixte contenant précisément les isomères CLA-9cis 11 trans à 52 % et 

CLA-lOtrans 12cis à 48 % a été comparé à 3 isomères purifiés du CLA, soit le CLA-9cis 

l lcis, le CLA-9cis 11 trans et le CLA-lOtrans 12cis. 

Le potentiel anticancéreux du CLA-mixte a déjà été étudié par d'autres équipes. Plusieurs 

études ont démontrées une diminution de la prolifération des cellules MCF-7 suite à une 

incubation avec le CLA-mixte (CUNNINGHAM et al., 1997; SHULTZ et al., 1992; 

DURGAM et FERNANDES, 1997; PARK et al., 2000; O'SHEA et al., 2000). Dans la 

présente étude, un test de formation de colonies a permis de déterminer que la survie des 

cellules MDA-MB-231 et MCF-7 était diminuée par le CLA-mixte mais également par les 

isomères CLA-9cis llcis et CLA-lOtrans 12cis. Le CLA-9cis lltrans a eu un effet opposé 

chez les deux lignées. Le CLA-9cis 11 trans a diminué faiblement la survie des cellules 

MCF-7, alors que les cellules MDA-MB-231 ont été très affectées, la survie ayant déjà 

chutée de moitié à 50 µM. Ces résultats démontrent que les réponses cellulaires varient selon 

le type d'isomère de CLA étudié mais qu'il existe aussi une variabilité des voies d'induction 

de mortalité dépendamment du type de cellules. 
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L'effet anticancérigène du CLA-mixte a également été démontré par une induction de 

l'apoptose chez différentes lignées cellulaires comme des cellules cancéreuses mammaires 

de rat (IP et al., 2000). La capacité du CLA et des trois isomères à induire de l'apoptose a 

été déterminée par test de fluorescence en microplaque. Les résultats obtenus lors de la 

présente étude démontrent que le CLA-mixte peut induire l'apoptose mais que l'induction est 

10 fois plus importante avec l'isomère CLA-9cis llcis chez les cellules MCF-7 et 2.5 fois 

chez les MDA-MB-231. Quant aux deux autres isomères, soient le CLA-9cis 11 trans et le 

CLA-lOtrans 12cis, aucune induction d'apoptose n'a été notée. Puisque le CLA-9cis 1 ltrans 

et le CLA-lOtrans 12cis sont les constituants principaux du CLA-mixte, l'induction de 

l'apoptose observée avec ce CLA-mixte serait causée par un isomère minoritaire non 

identifié. Les résultats obtenus dans la présente étude avec le CLA-lOtrans 12cis diffèrent de 

ceux obtenus par l'équipe de Miller (MILLER et al., 2002) chez des cellules tumorales de 

colon, suggérant alors que l'induction de l'apoptose par les différents CLAs dépendrait du 

type cellulaire. 

L'effet radiosensibilisateur des CLAs a ensuite été vérifié. Sans CLAs, aucune apoptose 

chez les cellules MDA-MB-231 et MCF-7 n'a été mesurée suite à une exposition de 5 Gy. 

Cependant, les résultats de tests de formation de colonies démontrent qu'une dose de 5 Gy 

diminue la survie de ces deux lignées cellulaires. Ces résultats suggèrent que la mort 

mitotique et la mort reproductive habituellement attribuée aux radiations n'est pas reliée à 

une apoptose radio-induite dans les 24 heures suivant 1 'exposition aux radiations. 
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En combinant CLAs et radiation, seul l'isomère CLA-9cis 1 lcis a conduit de façon marquée 

à l'augmentation de l'apoptose radio-induite chez les cellules MCF-7 et MDA-MB-231. 

Cette propriété du CLA-9cis llcis s'est traduite par une forte augmentation de la 

radiosensibilité des cellules cancéreuses du sein MCF-7 et MDA-MB-231. Bien que les 

autres préparations de CLA n'augmentaient pas le niveau d'apoptose radio-induite, une 

augmentation de la radiosensibilité a été mesurée, sauf pour le CLA-9cis 11 trans qui semble 

légèrement radioprotecteur pour les cellules MCF-7. Les mécanismes de radiosensibilisation 

pour le CLA-mixte, le CLA-9cis lltrans et le CLA-lûtrans 12cis demeurent inconnus. 

Le CLA-mixte, mais surtout le CLA-9cis llcis, se sont avérer être deux bons inducteurs 

d'apoptose chez les cellules cancéreuses du sein en plus d'augmenter leur radiosensibilité. Il 

pourrait être intéressant de déterminer si ces CLAs diminuent la mort reproductive 

temporaire observée chez les cellules MCF-7 par l'équipe de Schmidt-U11rich (SCHMIDT-

ULLRICH et al. 1992) ainsi que la récurrence des cancers du sein. Il serait aussi intéressant 

de vérifier chez les cellules étudiées traitées aux CLAs les niveaux de protéines pro-

apoptotiques et anti-apoptotiques telles que Bcl-2, Bax et Bak. 

Le potentiel anticancéreux du CLA se traduirait également par une diminution de 

l'extravasion de cellules cancéreuses de la tumeur primaire vers d'autres organes. À ce jour, 

seulement quelques études rapportent l'effet du CLA-mixte sur la formation de métastases. 

L'équipe de Hubbard (HUBBARD et al., 2000) a analysé l'effet du CLA, ajouté à la diète de 

la souris, sur la formation de métastases spontanées mais aussi de métastases formées suite à 

l'injection intraveineuse de cellules cancéreuses. La formation spontanée de nodules 

pulmonaires métastatiques a diminuée de près de 50 % pour les souris sous une diète 

79 



contenant 0.1 % CLA. Quant à la formation de nodules pulmonaires, suite à l'injection 

intraveineuse de cellules tumorales, cette étude de Hubbard (HUBBARD et al., 2000) ne 

rapporte aucune différence entre le groupe ayant eu une diète de 0.1 % CLA et le groupe 

contrôle. 

Dans la présente étude, la formation de nodules pulmonaires a également été vérifiée suite à 

l'injection intraveineuse de cellules cancéreuses mais ayant préalablement été incubées in 

vitro avec le CLA-mixte ou l'un des trois isomères. Contrairement à l'étude de Hubbard 

(HUBBARD et al., 2000), les souris n'ont pas été soumises à une diète riche en CLAs. Le 

CLA-mixte et le CLA-9cis l lcis ont réduit significativement le nombre de nodules 

pulmonaires comparativement au contrôle. Un fait intéressant est à noter, bien que le CLA-

9cis 11 cis à une concentration de 50 µM ait diminué de façon significative le nombre de 

nodules pulmonaires, aucune baisse n'a été observée pour ce même isomère à une 

concentration de 100 µM. Ce résultat pourrait s'expliquer par un effet biphasique du CLA-

9cis l lcis mais cette hypothèse devrait être vérifiée en reprenant les essais tout en ajoutant 

des concentrations plus faibles à celles préalablement testées. 

Le potentiel métastatique de cellules cancéreuses du sein a également été vérifié in vitro 

grâce aux chambres d'invasion de Boyden. Pour des raisons techniques, expliquées dans la 

partie résultats, les cellules 4Tl n'ont pas été utilisées pour ces essais mais plutôt les cellules 

MDA-MB-231. Les résultats obtenus démontrent que le CLA-mixte et surtout l'isomère 

CLA-9cis 1 lcis diminuent de façon marquée l'invasion des cellules cancéreuses du sein 

MDA-MB-231 à travers le Matrigel. Aucune diminution de l'invasion n'a été observée avec 

les isomères CLA-9cis l ltrans ainsi que CLA-lOtrans 12 cis. Puisque ces deux isomères 

80 



sont les principaux constituants du CLA-mixte, les résultats suggèrent que l'inhibition de 

l'invasion par le CLA-mixte serait causée par un autre isomère faiblement présent mais non-

identifié. 

Afin de déterminer par quel mécanisme le CLA exerce son effet antimétastatique, les 

niveaux de MMP-2 et MMP-9 chez les cellules MDA-MB-231 ont été mesurés suite à une 

incubation avec le CLA-mixte ou l'un des trois isomères. Le CLA-mixte de même que les 

trois isomères ont occasionnés une diminution de l'expression de la MMP-2 tel que 

déterminé par RT-PCR. La différence entre les résultats obtenus dans les chambres 

d'invasion et le RT-PCR s'expliquerait par le fait que le RT-PCR ne mesure pas l'activité de 

la MMP-9 mais seulement son niveau d'ARNm alors que les cellules ont besoin de MMP-2 

active pour traverser la couche de Matrigel. La zymographie n'a pas permis de mesurer 

l'activité de la MMP-2. Quant à la MMP-9, son expression n'a pu être déterminée 

puisqu'elle semble trop faiblement exprimée pour être détectée par RT-PCR. Cependant, il 

pourrait être intéressant de tenter de vérifier la diminution de son expression par les CLAs en 

augmentant tout d'abord son expression à l'aide du PMA. L'ajout de PMA a permis à 

l'équipe de Worley (WORLEY et al., 2003) de doser les niveaux d'ARNm de MMP-9 chez 

des monocytes, de même qu'à l'équipe de Hetzel (HETZEL et al., 2003) chez des cellules 

épithéliales de bronches, suite à une incubation de ces cellules avec différents ligands du 

PPARy. 
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CONCLUSION 

L'objectif principal de la présente étude était d'évaluer le potentiel anticancéreux du CLA et 

de trois isomères, le CLA-9cis llcis, le CLA-9cis lltrans et le CLA-lOtrans 12cis. Le 

premier but était de déterminer si les CLAs avaient un effet radiosensibilisateur sur deux 

lignées de cellules tumorales du sein, ce qui permettrait de contrer la radiorésistance des 

cellules cancéreuses du sein lors de traitement de radiothérapie. Le cancer du sein étant un 

cancer où l'on retrouve fréquemment une dissémination des cellules de la tumeur primaire 

pour former des métastases, le second but de l'étude était de vérifier si les CLAs pouvaient 

inhiber le potentiel métastatique des cellules tumorales. 

La plupart des CLAs ont démontré un effet radiosensibilisateur, mais à des niveaux 

différents. Chez les cellules MCF-7, les résultats sont semblables à ceux obtenus avec les 

MDA-MB-231 à l'exception du CLA-9cis 1 ltrans qui a eu un effet légèrement 

radioprotecteur. L'isomère CLA-9cis 1 lcis a été le CLA démontrant le meilleur effet 

radiosensibilisateur pour les deux lignées cellulaires étudiées. La radiosensibilisation des 

cellules par le CLA-9cis 1 lcis a été causée par une augmentation de l'apoptose radio-induite, 

alors que les mécanismes radiosensibilisateurs des CLA-mixte, CLA-9cis 11 trans et CLA-

1 Otrans 12cis demeurent inconnus. 

L'évaluation in vivo et in vitro du potentiel antimétastatique des CLAs a permis de constater 

que seuls le CLA-mixte et le CLA-9cis llcis, tous deux à une concentration de 50 µM, 

avaient diminué le nombre de nodules pulmonaires chez la souris et le pourcentage 
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d'invasion dans les chambres d'invasion Boyden. Cependant, des résultats préliminaires ont 

permis de mesurer que tous les CLAs avaient diminué l'expression de la MMP-2. Pour des 

raisons techniques, le gel de zymographie ne nous a pas permis de mesurer si les CLAs 

affectaient les niveaux de MMP-2 et MMP-9 actifs. Les résultats de RT-PCR obtenus 

devront être reconfirmés et l'activité des MMP-2 et -9 évaluée afin de déterminer les 

mécanismes par lesquels le CLA-mixte et le CLA-9cis llcis inhibent le potentiel 

métastatique. 

En terminant, le CLA-9cis llcis pourrait s'avérer très prometteur comme adjuvant à la 

radiothérapie de cancer du sein mais aussi en empêchant l'extravasion des cellules de la 

tumeur primaire et la formation de métastases. 
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