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Résumé 

Introduction : CD73 est une protéine membranaire impliquée dans la génération de 

l‘adénosine extracellulaire. L’adénosine extracellulaire est connue pour exercer des fonctions 

diverses dans un contexte physiologique et pathologique. Dans un contexte tumoral, ceux-ci 

sont généralement liés à l’immunosuppression et la progression tumorale.  

Objectif : Démontrer un potentiel rôle de CD73 et de la signalisation de l’adénosine dans 

le phénotype mésenchymateux et évaluer l’impact de CD73 sur le métabolisme des cellules 

cancéreuses, principalement en ce qui concerne la phosphorylation oxydative. 

Méthodologie : Pour ce faire, principalement deux modèles cellulaires ont été employés, 

soit les HMLE-Twist-ER et les MDA-MB-231. L’expression de CD73 fut observée lors de la 

modulation de l’EMT. Ensuite, le retrait de CD73 a été effectué dans les cellules par CRISPR-

Cas9 et des expériences se sont déroulées afin de déterminer si l’absence de CD73 influence le 

procédé de l’EMT. Un Micro Array a été effectué sur les MDA-MB-231 déficientes pour CD73, 

suivi par la mesure du métabolisme cellulaire par le SeaHorse analyzer. 

Résultats : Il semble y avoir modulation de l’expression de CD73 dans les cellules au 

phénotype mésenchymateux. Cependant, la présence de CD73 affecte peu les marqueurs de 

l’EMT dans les deux modèles employés. Or, l’absence de CD73 semble diminuer la 

consommation d’oxygène des cellules. 

Conclusion : Malgré le manque d’expériences pour affirmer des changements dans le 

phénotype cellulaire, CD73 semble avoir une expression plus élevée dans les cellules 

mésenchymateuses et les cellules cancéreuses n’exprimant plus CD73 ont une diminution de 

leur consommation d’oxygène. Ainsi, la confirmation de ces résultats pourrait apporter une 

nouvelle facette à CD73 dans un contexte tumoral et aider à mieux comprendre le micro-

environnement tumoral. 

Mots-clés : CD73, adénosine, EMT, métastase, phosphorylation oxydative, cancer du sein 
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Abstract 

Introduction: CD73 is a membrane bound protein implicated in the generation of 

extracellular adenosine. The adenosine is known to act in many aspects of health and disease, 

including cancer. In a tumor context, adenosine and CD73 are considered as immunosuppressive 

protumorigenic. 

Objectives: In this work, I tried to shed light on the possible role of CD73 in cancer 

metastasis, using the EMT model, as well as its possible implication in cancer metabolism, 

especially oxidative phosphorylation. 

Methodology: In this study two cellular models were primarily used, the HMLE-Twist-

ER model and the MDA-MB-231 cell line. We examined the expression of CD73 upon 

stimulation or inhibition of the EMT. To see if CD73 had an impact on EMT, it was removed 

from cells with CRISPR-Cas9. EMT cell marker were assessed on both cell expressing or not 

CD73. A MicroArray was done on the MDA-MB-231 cells deficient for CD73. The cellular 

metabolism was also measured on those cells with the Seahorse analyzer. 

Results: Expression of CD73 seemed higher in cells with a mesenchymal phenotype, 

even though the absence of CD73 didn’t seem to affect EMT marker in the cellular models used. 

On the other hand, CD73 deficient cells had a lower rate of oxygen consumption compared to 

their control. 

Conclusion: Even with the lack of results to confirm a phenotype change, some 

interesting observation have been made, such as what seems like an higher expression of CD73 

in mesenchymal cells and a lower oxygen consumption rate in cell lacking CD73 expression. If 

confirmed, these results could give us more insight into CD73’s function and his impact on 

tumor microenvironment. 

Keywords : CD73, adenosine, EMT, metastasis, oxidative phosphorylation, breast cancer 
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Chapitre 1 - Introduction 

1.1 Le cancer du sein 

Le cancer du sein est un type de cancer très répandu chez la femme au Canada. Selon les 

statistiques de la Société canadienne du cancer, il est estimé qu’environ 26% des nouveaux cas 

de cancer en 2016 sont des cancers du sein, et ceux-ci représentent environ 13% des décès par 

cancer dans la même année [1]. Ces décès sont ainsi le résultat de la difficulté de traiter certains 

de ces cancers. Afin d’assurer une meilleure estimation du pronostic et des traitements plus 

adaptés aux patientes, il a été proposé de diviser le cancer du sein en plusieurs sous-types 

moléculaires [2-5]. Une des méthodes qui a été utilisée en recherche pour déterminer ces sous-

types et ainsi les caractériser est le « gene expression microarray », soit la mesure de l’expression 

relative d’un grand nombre de gènes, qui ont ensuite pu être comparés pour regrouper les 

nombreuses tumeurs étudiées. Par cette technique, il a été établi que cinq principaux groupes 

pouvaient être créés. Ceux-ci ont été nommés Luminal-A, Luminal-B, Basal-Like, HER2 positif 

et Normal Breast-like [2-5]. Chaque groupe possède des caractéristiques propres à chacun, 

permettant de mieux adapter le traitement, de donner un pronostique plus précis et d’estimer le 

risque de développer des métastases. En clinique, le récepteur à l’estrogène, à la progestérone 

et HER2 sont les principaux marqueurs utilisés pour estimer l’appartenance à certains de ces 

groupes et de mieux adapter le traitement. Dans un contexte de recherche, de nombreux critères 

moléculaires peuvent être évalués pour classifier ces cancers.  

1.1.1 Classement des cancers du sein 

Dans ces groupes, le Luminal-A est le sous-type présentant le meilleur pronostique [3]. 

Ces tumeurs sont caractérisées par la présence du récepteur à l’estrogène, l’absence de HER2 et 

une faible expression de Ki67 [6]. Le sous-type Luminal-B est donc caractérisé par l’expression 

du récepteur à l’estrogène, une expression élevée de Ki67 et la possible expression de HER2 

[7]. Ce type de tumeur présente un risque plus élevé de rechutes et un pronostique inférieurs aux 

tumeurs de type luminal-A [8, 9]. Dans le cas des tumeurs HER2 positif, ils présentent une 

expression plus élevée de ce récepteur, l’amplification du gène ou une expression importante 

des gènes en en aval de HER2 [4]. Cependant, la classification dans ce groupe peut être 



 

12 

complexe, ainsi la confirmation des cancers de types HER2 est faite par la vérification de 

l’expression génique par microarray [10, 11]. Le traitement favorisé est le ciblage de HER2 et 

une sensibilité accrue à certains agents cytotoxiques est connue [12-15]. Les deux sous-types 

qui suivront sont plus nébuleux dû à un manque de consensus scientifique et une grande 

hétérogénéité de ces cancers. Le sous-type « Normal Breast-Like » présente un réseau 

d’expression génique semblable aux tissues adipeux, ne présentant pas l’expression des 

récepteurs à l’estrogène, à la progestérone et HER2 [4]. Il est ainsi considéré par certains comme 

artéfact lors des expérimentations, dû à la contamination du tissu environnant [16]. Dans le cas 

des cancers « Basal-like », il s’agit d’un sous-type de cancer du sein très agressif et possédant 

un potentiel métastatique important [17]. Or, ces cancers ont un mauvais pronostique, dû à leur 

comportement très invasif et la difficulté à traiter ces tumeurs. Parmi ces cancers, certains sont 

dénommés triples négatifs dans un contexte clinique, puisqu’ils n’expriment généralement ni le 

récepteur à l’estrogène, ni à la progestérone, ni HER2 [18]. Il est connu que ce type de cancer 

est plus fréquent chez les femmes d’origine afro-américaine et hispanique et qu’il atteint 

habituellement des femmes plus jeunes [2, 19, 20]. Il n’y a actuellement aucun traitement ciblé 

pour ces cancers, ils sont généralement très agressifs et résistant à plusieurs traitements 

conventionnels, ce qui en fait des tumeurs difficiles à traiter [20-24] et crée, par ce fait, un besoin 

important de développer un traitement efficace afin d’améliorer la survie des patientes. Une des 

méthodes de traitement qui aurait un potentiel de réussir serait l’utilisation d’immunothérapies. 

1.1.2 Traitement par immunothérapie 

Au courant des dernières années, plusieurs traitements ont été proposés, mais une des 

potentielles solutions qui a entrainé beaucoup d’engouement est le traitement par 

immunothérapie des cancers solides. Ceux-ci consistent à stimuler la réponse immunitaire 

contre les cellules cancéreuses par l’utilisation d’anticorps. Ces anticorps ayant des cibles 

précises, vise à activer le système immunitaire en désactivant la suppression par des cellules 

régulatrices ou en stimulant directement la réponse immunitaire contre les cellules cancéreuses. 

En d’autres mots, le but est d’utiliser la réponse immunitaire naturelle contre les tumeurs pour 

combattre la maladie. Au cours des dernières années, certaines cibles sont étudiées pour leur 

fort potentiel de réussite en clinique, c’est le cas de CTLA-4 et l’axe PD-1/PDL-1 [25, 26]. Ces 

deux récepteurs ont en commun leur expression qui tend à augmenter lors d’activation chronique 
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du système immunitaire [27-29]. CTLA-4 est un récepteur qui se lie à CD80 et CD86, faisant 

ainsi la compétions à CD28 lors de l’activation des lymphocytes T, limitant l’activation des 

lymphocyte T naif et causant l’anergie chez les lymphocytes T activés [27, 30]. Dans le cas du 

récepteur PD-1, il est exprimé à la surface des lymphocytes T et aura pour effet l’immuno-

suppression lors de la liaison avec ses ligands, notamment PD-L1 et PD-L2 [31]. L’utilisation 

d’anticorps monoclonaux ciblant PD-1 et PD-L1 ont eu des succès impressionnants en clinique 

[26]. Il en est aussi le cas pour le traitement à l’anti-CTLA-4 [32]. Les immunothérapies ont 

ainsi généré un intérêt considérable en recherche et de nombreuses cibles potentielles sont 

maintenant étudiées, particulièrement dans cette classe d’immunothérapie visant à bloquer des 

« points de contrôle » du système immunitaire. C’est par exemple le cas de BTLA, OX-40 et 4-

1BB, qui en bloquant ou en activant ces protéines amplifieront potentiellement la réponse 

immunitaire antitumorale [27].  

Les succès cliniques des immunothérapies dans certains types de cancers ont mené à se 

questionner sur leur potentiel intégration au traitement des TNBCs. En effet, plusieurs indices 

mènent à croire que ces immunothérapies pourraient s’intégrer aux traitements de certains 

d’entre eux [33]. Une des données encourageantes pour le traitement par immunothérapie des 

cancers de types TNBC est la présence importante de lymphocytes dans la tumeur [34], ainsi 

que l’expression plus élevée de PD-L1 [35-38] dans ce sous-type de cancer. Des associations 

ont donc été faites entre la présence de lymphocytes intratumorales et le résultat des traitements 

par chimiothérapies. Plusieurs études sont arrivées à la conclusion qu’une infiltration 

immunitaire importante était associée à des risques diminués de rechutes ou de décès dû à la 

maladie [34, 37, 39-48]. Or, il est important de noter que la présence du système immunitaire 

diverge entre les cas de ce sous-type, ce qui n’est pas surprenant, prenant en considération 

l’hétérogénéité de ce groupe de tumeur [33, 49]. Or, des résultats récents ont permis de mieux 

évaluer le potentiel du traitement anti-PD-1 dans les TNBCs. L’étude clinique de phase 2 

KEYNOTE-086 a rassemblé des patientes affectées par un cancer de type TNBC et ayant déjà 

reçu au moins un traitement, afin de traiter les tumeurs avec le pembrolizumab, un anticorps 

monoclonal ciblant PD-1. L’étude a décrit un « overall response rate » de 5% lors du traitement 

avec le pembrolizumab, ne prenant pas en compte l’expression de PD-L1 [50]. 

 Puisque les immunothérapies visent généralement à relancer la réponse immunitaire 

contre les cellules cancéreuses, l’inhibition d’un signal de suppression du système immunitaire 
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est une stratégie qui a fait ces preuves, c’est le cas de PD-1 et CTLA-4 discuté précédemment. 

Or, une voie immunosuppressive qui pourrait être ciblée dans le traitement du cancer est 

l’adénosine extracellulaire, et plus précisément CD73, qui joue un rôle important dans la 

formation de celle-ci. 

 

1.2 CD73 et l’adénosine extracellulaire 

L’adénosine est un nucléoside qui est la base de molécules très importantes dans 

différentes voies cellulaires, entres autres, dans l’énergie cellulaire lorsqu’elle est retrouvée sous 

forme d’adénosine triphosphate (ATP) et d’adénosine diphosphate (ADP), ou dans la 

signalisation cellulaire sous forme d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc). Or, 

l’adénosine seule peut aussi agir comme ligand à des récepteurs membranaires. En effet, dans 

un contexte extracellulaire, l’adénosine agit directement sur l’un de ses quatre récepteurs 

couplés aux protéines G et exerce plusieurs fonctions physiologiques [51, 52]. La présence 

d’adénosine dans le milieu extracellulaire est possible suite à la dégradation de l’ATP, l’ADP 

et l’adénosine monophosphate (AMP) en adénosine par CD39 et CD73 [53]. Ces deux protéines 

membranaires coopèrent afin de générer de l’adénosine. CD39, aussi connu sous le nom 

d’ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1 (ENTPD1), dégrade l’ATP en ADP et 

l’ADP en AMP. Pour ce qui est de CD73, aussi dénommé ecto-5’-nucleotidase (NT5E), elle 

permet de dégrader l’AMP en adénosine. Il est intéressant de noter que la transformation d’ATP 

et d’ADP en AMP est un procédé réversible [54], tandis que la conversion d’AMP en adénosine 

est irréversible dans le milieu extracellulaire, ce qui fait de CD73 une des protéines clefs dans 

la production d’adénosine extracellulaire [55]. La concentration d’adénosine peut cependant être 

contrôlée par l’internalisation de celle-ci, qui peut ensuite être phosphorylé en AMP par 

l’adénosine kinase (AK) [55]. 

1.2.1 Le rôle et la signalisation de l’adénosine et CD73 

Tout d’abord, l’activité de l’adénosine extracellulaire exerce ses principaux effets sur les 

cellules par la liaison à un de ses récepteurs. Les principaux rôles connus de l’adénosine et ces 

récepteurs interviennent dans la suppression de l’immunité, la protection des tissues exposés à 
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l’ischémie, son action protectrice sur le système cardio-vasculaire et quelques autres fonctions 

physiologiques, généralement liés à l’immunité et la protection des tissues [52, 56-58]. 

À ce jour, quatre récepteurs de l’adénosine sont connus. Malgré leur point commun à 

lier l’adénosine, chacun présente une affinité de liaison différente, des fonctions divergentes et 

une expression distincte selon le type cellulaire [52, 59]. Trois des quatre récepteurs à 

l’adénosine ont une affinité similaire pour l’adénosine, soit les récepteurs A1, A2A et A3, 

contrairement au récepteur A2B qui possède une affinité plus basse et n’est donc activé que 

lorsque la concentration d’adénosine dans le milieu extracellulaire sera augmentée [59, 60]. Les 

fonctions précédemment mentionnées seront donc le résultat de la signalisation de ces différents 

récepteurs. Ceux-ci sont membranaires et appartiennent au grand groupe des récepteurs couplés 

aux protéines G [59]. Bien que leur signalisation soit principalement par les protéines G, d’autres 

fonctions indépendantes à celles-ci ont été observées [61, 62]. Tout d’abord, le récepteur à 

l’adénosine A1 est couplé aux protéines Gi/Go, inhibant l’adénylyl cyclase (AC) [63], mais 

également lié à l’activation de la protéine kinase C, la phosphoinositide-3 kinase et les « 

mitogen-activated protein » kinases, et peut agir directement sur l’activation ou l’inhibition de 

certain canaux ioniques [61]. Le récepteur de l’adénosine A2A serait le principal responsable 

de l’effet anti-inflammatoire de l’adénosine [64]. Il est couplé à la protéine Gs qui active 

l’adénylyl cyclase, formant l’AMP cyclique, qui a son tour activera la protéine kinase A (PKA) 

[62]. Dans certains contextes, la PKA activera CREB, un facteur de transcription qui 

compétitionne avec NF-κB, un facteur de transcription ayant un large spectre d’activité, 

intervenant notamment dans la signalisation de l’immunité [65, 66]. Le récepteur A2B de son 

côté, activera l’AC et la phospholipase C (PLC) par l’entremise des protéines Gs et Gq 

respectivement [67]. Finalement, le récepteur A3 inhibe l’AC par l’activation de la protéine Gi, 

mais activera la PLC dû à la stimulation de Gq [68].  

Des études ont également démontré de potentiels rôles de CD73 qui ne sont pas lié à son 

rôle dans la génération d’adénosine extracellulaire. Celles-ci font le lien entre CD73 et 

l’adhésion a des composantes de la matrice extracellulaire, l’adhésion des lymphocytes à 

l’endothélium vasculaire et l’adhésion aux cellules dendritiques folliculaires [69-75]. 
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1.2.2 CD73 et l’hypoxie 

Dans certaines conditions telles que l’hypoxie, il est possible d’observer une 

augmentation de la concentration d’adénosine extracellulaire et cette modulation est 

généralement locale [59]. En effet, il a été observé par Eltzschig, et al. [76], que l’expression de 

CD39, A2A et A2B était augmentée en situation d’hypoxie. De plus, lorsque des cellules sont 

exposées à un environnement hypoxique, il y a stabilisation du facteur de transcription HIF-1α, 

qui pourra agir sur les promoteurs associés à ce facteur de transcription [77, 78]. Or, la région 

promoteur de CD73 contient un de ces « HIF response element » ce qui entrainera une 

augmentation de la transcription de CD73 [79]. Finalement, l’activité d’HIF-1α aura aussi pour 

effet d’inhiber l’AK, ralentissant la transformation de l’adénosine en AMP et augmentant, de ce 

fait, la quantité d’adénosine disponible [80, 81]. D’autres résultats ont également permis 

d’observer la diminution du transport de l’adénosine vers le compartiment intracellulaire [82] 

1.2.3 CD73 dans le cancer 

Dans le contexte du cancer, l’expression de CD73 s’avère être liée à un mauvais 

pronostique dans certains types de cancer [83-85]. Cela dit, CD73 a également été associé à la 

résistance à la chimiothérapie et à l’augmentation des risques de métastases [84, 86, 87]. Pour 

soutenir ces résultats, plusieurs études chez la souris ont été menées. Dans celle-ci, l’expression 

et la fonction de CD73 sont décrites comme un facteur ayant un impact sur la progression de 

cette pathologie [88-93]. Des résultats similaires ont pu être obtenus par l’étude de CD39 dans 

des modèles murins, confirmant les résultats concernant CD73 [94-97]. Il est spéculé que la 

principale raison permettant d’expliquer l’effet de CD73 sur la progression du cancer est son 

effet immunosuppressif via la production d’adénosine [51, 55]. En addition, des résultats 

obtenus sur des lignées humaines de cancer du sein ont révélé une corrélation inverse entre 

l’expression de CD73 et du récepteur à l’estrogène [98]. Il a aussi été décrit que l’adénosine est 

impliquée dans l’angiogenèse du cancer, ajoutant à CD73 et l’adénosine une autre fonction 

associée à la progression tumorale [99]. 

 En bref, considérant l’impact de CD73 et de l’adénosine sur le microenvironnement 

tumoral, principalement sur le système immunitaire [51, 52], ciblé la formation ou la 

signalisation de l’adénosine pourrait avoir un potentiel pour le traitement de certains cancers, 
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notamment le cancer du sein triple négatif. En effet, une réponse positive a été observée lors du 

traitement chez la souris dans plusieurs modèles murins de cancer [84, 90, 91, 100]. Or, CD73 

a été associé au procédé métastatique dans les TNBC [101, 102]. Le procédé métastatique est 

complexe et certains modèles tentent d’illustrer les étapes de celui-ci et cerner les mécanismes 

derrière ce complexe trait du cancer. C’est le cas du modèle « Epithelial-Mesenchymal 

Transition », ou EMT, décrite dans la récente littérature pour expliquer le gain de 

caractéristiques invasives des cellules cancéreuses. 

 

1.3 « Epithelial-Mesenchymal Transition » 

1.3.1 La formation de métastases et le modèle de l’EMT 

Un aspect qui est important de prendre en compte dans le développement du cancer du 

sein est la formation de métastases. En effet, ce ne sont pas les tumeurs primaires, mais les 

métastases qui sont les principaux responsables de la mortalité des cancers [103-106]. Ainsi, 

limiter la formation de métastase est une autre approche afin d’augmenter le taux de succès des 

traitements. Suite aux efforts incessants de la recherche, la cascade métastatique et l’installation 

des métastases dans un tissu distant est de mieux en mieux compris. Or, la convergence de 

nombreuses découvertes a mené à l’émergence de plusieurs modèles tentant d’expliquer ce 

phénomène.  Un des modèles, le plus courant dans la littérature scientifique pour expliquer la 

progression métastatique des carcinomes, est la transition des cellules cancéreuses d’un état 

épithélial vers un état mésenchymateux [107]. Ce modèle a été nommé « Epithelial-

Mecenchymal Transition », ou EMT, et ces hypothèses sont employées pour mener de 

nombreuses recherches au sein de la communauté scientifique.  

La formation de métastases est un processus complexe en plusieurs étapes, qui requiert, 

entre autres, l’acquisition de propriété invasive des cellules cancéreuses. Selon le modèle 

proposé, les cellules adoptent un comportement différent suite à une transition d’un phénotype 

épithéliale vers un phénotype mésenchymateux. Cette progression vers un nouveau phénotype 

est due à de complexes changement dans l’expression, ou l’activité de nombreuses protéines. 

Ces changements, qualifiés de transition, pourront être observés par la perte de certains traits, 
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telles que l’adhésion entre les cellules et la polarité baso-apicale [108, 109] et, d’un autre côté, 

ces cellules feront l’acquisition d’une plus grande motilité, d’une augmentation du potentiel 

invasif et le gain de certaines caractéristiques des cellules souches [110-112]. Pour obtenir ces 

caractéristiques, quatre principaux groupes de protéines seront influencés, soit des facteurs de 

transcription, des molécules d’adhésion cellulaire, des protéines du cytosquelette et des 

protéines de dégradation de la matrice extracellulaire [108]. 

Tout d’abord, les facteurs de transcription sont des plus importants dans cette transition, 

puisqu’ils seront les principaux acteurs dans l’altération d’expressions de la majorité des 

protéines impliquées dans l’EMT. Ces changements sont effectués de diverses façons, soit par 

interaction directe avec les gènes d’intérêts ou par interaction indirecte, principalement à l’aide 

de changements épigénétiques. Ces facteurs de transcription seront donc en mesure de pousser 

la cellule dans ce programme cellulaire qu’est l’EMT [113]. De ces facteurs de transcription, 

certains ressortent du lot, dû à leurs actions d’envergures lors de la transition et du maintien du 

phénotype mésenchymateux. Parmi ces facteurs de transcription, nous pourrons retrouver 

TWIST (TWIST1), SNAIL (SNAIL1), SLUG (SNAIL2), ZEB1 et ZEB2 [108]. En effet, ceux-

ci ont des conséquences importantes sur le phénotype cellulaire lorsque leur expression est 

induite dans des modèles cellulaires de carcinomes [114]. Pour mieux comprendre l’action de 

ces derniers, il vaut mieux comprendre les changements que cause l’EMT.  

1.3.2 Un changement dans le programme cellulaire 

 Tout d’abord, cette transition vers un phénotype mésenchymateux causera un 

changement marqué dans les molécules d’adhésion et la polarité des cellules. Ainsi, les cellules 

perdront l’expression des protéines d’adhésion considérées comme épithéliales et distribuées 

selon une polarité baso-apical [115]. C’est le cas de la E-cadhérine, dont l’expression sera 

fortement réprimée lors de la transition vers un état mésenchymateux. Cette répression est 

importante dans l’EMT puisque la perte de la E-cadhérine causera la perte de la localisation 

membranaire de la β-Catenin et permettra à celle-ci, en condition favorable, d’être stabilisé et 

d’exercer des fonctions transcriptionnelles [116]. Lors de ce processus, il y aura déstabilisation 

de plusieurs autres molécules et complexes d’adhésion cellule-cellule, par exemple les jonctions 

serrées (zonula occludens), les desmosomes et les jonctions GAP [115, 117, 118]. Les jonctions 
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serrées seront effectivement déstabilisées par la diminution de l’expression de la claudine et 

l’occludine [115]. De façon générale, l’adhésion de type épithéliale est diminuée et les cellules 

feront l’acquisition de l’expression de la N-cadherine. Ce passage de l’expression de la E-

cadhérine vers l’expression de la N-cadhérine est reconnue sous le nom de « Cadherin Switch » 

[117, 119]. 

Finalement, un des changements importants lors de l’EMT est le réarrangement du 

cytosquelette. En effet, il y aura adaptation du cytosquelette pour acquérir des caractéristiques 

plus appropriées à un phénotype mésenchymateux [117]. Pour ce faire, il y aura diminution ou 

augmentation de l’expression de certaines protéines constituant le cytosquelette, notamment 

certaines cytokératines et la vimentine, mais surtout des changements dans la dynamique de 

celui-ci [115, 117]. Par conséquent, ces changements en addition avec la déstabilisation des 

complexes d’adhésion cellules-cellules participeront au changement dans la polarité cellulaire, 

passant d’un état de polarité baso-apical, vers une polarité typique d’une cellule en migration 

[108, 117]. 

Il est également important de mentionner que l’expression de certaines protéinases est 

un autre facteur observé lors la transition. Ce changement dans les cellules permet à celles-ci de 

dégrader la matrice extracellulaire. Par exemple, les « Matrix metalloproteinases » (MMP) sont 

connues comme ayant une expression augmentée lors de l’EMT et sont associées à une 

augmentation de l’invasion des cellules cancéreuses [110, 120-122]. 

Le TGF-β1 joue un rôle majeur dans l’EMT. En effet, le TGF-β1 peut agir sur les cellules 

épithéliales et promouvoir l’EMT [108, 123, 124]. Malgré son rôle très important pour la 

transition, il n’est pas suffisant lorsque seule cette voix est active dans les cellules épithéliales. 

Plusieurs autres signaux peuvent donc coopérer pour assurer la promotion de l’EMT, par 

exemple la famille de protéines WNT, les divers facteurs de croissance et NOTCH [108]. Ainsi, 

la coopération de plusieurs voies de signalisation et leurs effecteurs pourront amorcer ce 

processus à l’aide des facteurs de transcription, certains précédemment mentionnés, qui 

exerceront leurs activités pour permettre les changements d’expression associée à l’EMT. Tout 

d’abord, la famille des facteurs de transcription SNAIL a deux membres impliqués dans l’EMT, 

soit SNAIL1, généralement appelé SNAIL, et SNAIL2, souvent appelé SLUG [125]. Ils agissent 

par la liaison, à l’aide de domaines « zinc-finger », à des séquences E-box et font la répression 
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de gènes épithéliaux [113, 123]. La diminution d’expression des gènes par SNAIL se fait par 

l’entremise de l’épigénétique, soit de l’acétylation et la méthylation des histones, principalement 

l’histone trois sur la lysine 4, la lysine 9 et la lysine 27. Ce facteur de transcription accomplit 

son rôle par le recrutement de protéines capables d’effectuer ces modifications, par exemple ils 

recrutent le « Polycomb repressive complex 2 » pour médier la répression de l’E-cadhérine [126-

131]. Dans le cas de SNAIL1, il active l’expression de la MMP-9 en coopération avec ETS1 

[132]. 

TWIST va également diminuer l’expression de gènes épithéliaux, et stimuler 

l’expression de gènes mésenchymateux [123]. Il recrute entre autres la protéine SETD8 qui 

effectuera la méthylation de la lysine 20 de l’histone 4 [133]. Telle que décrit dans la littérature, 

l’action de TWIST sur l’expression de l’E-cadhérine et la N-cadhérine est indépendante de 

l’activité de SNAIL [123, 133-135]. Pour ce qui est des deux facteurs de transcriptions ZEB1 et 

ZEB2, ils vont, eux, aussi se lier à l’ADN à l’aide de structures E-box et effectuer l’activation 

et la répression des gènes par le recrutement de coactivateurs et corépresseur [113, 123, 136, 

137]. Il a également été décrit que ZEB1 pouvait recruter LSD1, une déméthylase, impliquant 

une fois de plus la modification épigénétique au tableau [138]. 

 Tel que décrit rapidement pour chacun des facteurs de transcription, il est intéressant de 

relever qu’une grande proportion des changements d’expression se produisent grâce à des 

modifications au niveau de l’épigénétique des cellules cancéreuses [109]. Il est connu que ces 

modifications épigénétiques sont réversibles. Cette caractéristique de l’épigénétique est en 

accord avec ce modèle d’EMT qui est considéré comme un changement progressif et réversible 

du programme cellulaire. En effet, l’effet inverse a été déjà observé dans un contexte de 

métastase [139, 140], et celle-ci serait cruciale pour l’étape selon laquelle certaines cellules 

doivent reprendre un phénotype épithélial pour coloniser un tissu, c’est-à-dire former une 

tumeur dans un nouvel environnement.  
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1.4 Métabolisme cellulaire  

1.4.1 Le métabolisme cellulaire dans le cancer 

Au courant des dernières années, de nombreuses études se sont ajoutées à la littérature 

scientifique pour démontrer l’importance du métabolisme cellulaire dans le cancer. Tel que 

discuté dans un méta revu de la littérature, Cairns et Mak [141], exposent rapidement ce que 

nous connaissons maintenant sur le métabolisme du cancer, démontrant de ce fait les 

nombreuses avancées  qui ont été faites depuis la découverte pionnière du Dr. Otto Wardburg 

concernant le principe de glycolyse aérobique [142]. La glycolyse aérobique a été ainsi nommée 

dû à la caractéristique de certaines cellules cancéreuses à employer de façon aberrante la 

glycolyse, même en présence suffisante d’oxygène. Récemment, plusieurs découvertes 

concernant le métabolisme du cancer ont ravivé l’engouement de cibler certaine de ces voix 

pour le traitement du cancer et ont permis de mieux comprendre le rôle crucial que joue cet 

aspect du cancer sur la croissance tumorale. Par exemple, il est maintenant évident que, malgré 

l’augmentation de l’utilisation de la glycolyse, cette voie n’est pas la seule source d’énergie 

d’une cellule cancéreuse. En effet, la phosphorylation oxydative subsiste, malgré une activité 

généralement diminuée [143]. Plus encore, il est clair que de nombreux combustibles peuvent 

intervenir dans la production d’énergie telle que l’acétate et la glutamine, et que certaines de ces 

voies vont également fournir des métabolites nécessaires pour la survie et la croissance des 

cellules cancéreuses [144, 145]. Cette meilleure compréhension a permis de déterminer que le 

métabolisme cellulaire est un réseau complexe et capable de s’adapter selon la composition du 

microenvironnement [146]. En bref, le microenvironnement tumoral peut influencer le 

métabolisme des cellules cancéreuses, mais également celui des autres cellules présente dans la 

tumeur [147]. Or, ces deux types de cellules peuvent, à leur tour, influencer la composition du 

milieu tumoral, tel que la relâche de certains métabolites qui pourront à leur tour être utilisé par 

d’autres cellules. C’est par exemple le cas des fibroblastes présents dans le milieu tumoral qui 

sont en mesure de relâcher des métabolites pouvant être utilisés dans les cellules cancéreuses, 

dont le lactate, des corps cétoniques et le pyruvate [148, 149]. En bref, le milieu extracellulaire 

tumoral pourra influencer le métabolisme des cellules et ce milieu sera également modulé par 
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les cellules présentes. En effet, la composition en métabolites du milieu extracellulaire sera le 

résultat de la coopération entre les cellules tumorales et les cellules du stroma [146]. 

Plus précisément, en ce qui concerne la phosphorylation oxydative dans le cancer, elle 

continue à produire une fraction de l’ATP en coopération avec la glycolyse [143]. Par exemple, 

dans le modèle de cellules de carcinome mammaire MCF la phosphorylation oxydative produit 

91% de l’ATP, qui est diminuée à 36% en condition d’hypoxie [150]. Sur une note intéressante, 

l’étude de LeBleu, et al. [151] a observé une augmentation importante de la phosphorylation 

oxydative dans les cellules cancéreuses circulantes dans un modèle de cancer du sein murin, soit 

des cellules 4T1 porteuses de GFP. Ainsi cette signature de l’augmentation de la 

phosphorylation oxydative proposerait que cette voie soit employée pour répondre à la haute 

demande énergétique que constitue la cascade métastatique [151]. Pour compléter, l’observation 

des cellules qui passeront l’EMT a permis de déterminer que, de façon générale, ces cellules 

présenteront un métabolisme dirigé vers le catabolisme avec une augmentation de la 

phosphorylation oxydative [151, 152]. Il est aussi intéressant de noter que certaines observations 

ont lié l’épigénétique au changement métabolique [153]. Or, connaissant l’implication des 

principaux facteurs de transcription de l’EMT dans la modification épigénétique [109], il n'est 

pas impossible de penser que ceux-ci pourraient jouer un rôle dans le contrôle du métabolisme 

lors de l’EMT. 

Un autre facteur pouvant influencer le métabolisme cellulaire est l’hypoxie. Dans un 

milieu tumoral, l’hypoxie est une réalité à laquelle doivent faire face les cellules cancéreuses et 

les cellules du stroma [147]. Ainsi, des changements dans le métabolisme cellulaire seront 

visibles. Les cellules en milieu hypoxique privilégieront la glycolyse et la relâche du lactate 

dans le micro-environnement tumorale [154]. Ce lactate pourra ensuite être employé par les 

cellules ayant des quantités suffisantes d’oxygène pour la production d’ATP [155]. Il est à noter 

que le facteur de transcription HIF-1α sera activé en hypoxie et influencera l’expression de 

protéines telles que l’hexokinase 2 et la pyruvate déshydrogénase kinase 1 pour diriger le 

métabolisme des cellules vers la glycolyse [156-158]. 
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Chapitre 2 - Hypothèses et objectifs 

2.1 Hypothèse 

Étant donné que CD73 démontre des propriétés pro-tumorigéniques et prométastatiques 

dans le cancer du sein de type triple négatif, et qu’elles ne semblent pas limitées à son action sur 

le système immunitaire, nous suggérons que cette protéine candidate puisse agir sur des 

événements biologiques clés nécessaires au processus de la progression du cancer du sein tel 

que le phénomène de la transition épithélio-mésenchymateuse et le métabolisme cellulaire. 

2.2 Objectif 

Démontrer un potentiel rôle de CD73 et de la signalisation de l’adénosine dans le 

phénotype mésenchymateux et évaluer l’impact de CD73 sur le métabolisme des cellules 

cancéreuses, principalement en ce qui concerne la phosphorylation oxydative.  

Pour mieux comprendre si l’activité de CD73 peut influencer l’EMT, un modèle 

cellulaire permettant d’observer la transition sera utilisé. Le modèle des HMLE-Twist-ER sera 

employé et rapidement caractérisé selon son expression de CD73 et différent marqueur de 

l’EMT. Ce modèle reproduit une EMT par l’expression induite de la protéine TWIST. Afin de 

déterminer l’influence de l’activité enzymatique de CD73 sur l’EMT, des essais seront effectués 

à l’aide de l’APCP inhibant la production d’adénosine par CD73. Par la suite, le retrait de CD73 

par la technologie de CRISPR-Cas9 permettra de vérifier si CD73 pourrait affecter l’EMT par 

une activité non-enzymatique dans ce modèle. 

Une seconde lignée cellulaire sera utilisée, soit les MDA-MB-231. Ces cellules 

provenant d’un adénocarcinome humain sont connues comme possédant un phénotype 

mésenchymateux. L’expression de CD73 sera également observée dans cette lignée et le retrait 

de CD73 sera effectué pour comparer l’expression des marqueurs de l’EMT par rapport au 

contrôle, afin d’évaluer l’impact de cette protéine dans une cellule mésenchymateuse. Un 

MicroArray sera ensuite effectué pour mieux caractériser les changements qu’entraîne l’absence 

de CD73 sur ces cellules. À l’aide de ce MicroArray, nous pourrons également observer 

l’expression des ARN messagers pouvant avoir une influence sur la phosphorylation oxydative. 
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Ensuite, des essaies fonctionnelle pourront être effectués afin d’évaluer la consommation 

d’oxygène dans les MDA-MB-231 modifiées à l’aide de la technologie CRISPR-Cas9 pour 

déterminer s’il la présence de CD73 peut influencer dans la phosphorylation oxydative. Pour ce 

faire, un Seahorse XF24 Analyzer (Agilent) sera employé, un appareil permettant la mesure de 

concentration d’oxygène et de pH dans un milieu contrôlé. 
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Chapitre 3 – Matériel et méthodes 

3.1 Modèles cellulaires 

Les modèles cellulaires principalement employés pour la génération de résultat sont les 

HMLE-Twist-ER et les MDA-MB-231. Pour débuter, les MDA-MB-231 sont des cellules 

humaines d’un adénocarcinome (ATCC). Ce modèle est largement employé dans l’étude du 

cancer du sein et présente les caractéristiques d’un cancer du sein triple négatif. Ces cellules ont 

été cultivées en milieu DMEM avec 5% de FBS. Les HMLE-Twist-ER nous ont été envoyées 

par le Dr Robert Weinberg [114]. Ce sont des cellules épithéliales de tissue mammaire 

immortalisés [159] et conservé dans du milieu MEGM (Lonza). Elles ont ensuite été modifiées 

pour exprimer la protéine de fusion Twist-ER, consistant du facteur de transcription Twist et un 

récepteur modifié de l’œstrogène[160]. Twist sera activé lors de la liaison du 4-hydroxy-

tamoxifen au récepteur. Le traitement est effectué selon le protocole précédemment employé 

[114]. 

D’autres lignées cellulaires ont été employées, quoique moins présentes dans les 

résultats. C’est le cas des SKOV-3, lors d’un traitement au TGF-β, ainsi que les 4T1 et les 

SM1LWT1, lors de la mesure de la phosphorylation oxydative. Les SKOV3 sont des cellules 

du cancer de l’ovaire humain, tandis que les cellules 4T1 servent de modèle murin de cancer du 

sein et les SM1LWT1 sont un dérivé métastatique des SM1, un modèle murin de mélanome. 

3.1.1 CRISPR-Cas9 ciblant CD73, modifications cellulaires et traitements 

Les HMLE-Twist-ER, ainsi que les MDA-MB-231 et certaines des autres lignées 

mentionnées ont été modifiées à l’aide de plasmide pour retirer l’expression de CD73. Ces 

plasmides proviennent du laboratoire du Dr Micheal Hoelzel. Pour effectuer leur rôle, ces 

plasmides ont été créés à partir d’un vecteur incluant tous les acteurs pour effectuer une délétion 

par CRISPR-Cas9. Ce vecteur est le pX330, de son nom complet pX330-U6-Chimeric_BB-

CBh-hSpCas9 [161]. Les plasmides nous ayant été généreusement envoyés, par la Dr Micheal 

Hoelzel contenait déjà les guides nécessaires pour cibler CD73. Les quatre plasmides employés 

dans le présent projet sont constitués de quatre guides différents, deux ciblant le gène humain et 



 

26 

deux ciblant le gène murin. Ces guides ont été nommées R3 et L3 dans le cas du gène humain 

et 2.1 et 4.1 pour les gènes de souris. Les séquences guides employés sont : 

R3: GACGCCGGCGACCAGTACCA 

L3: GCAGCACGTTGGGTTCGGCG 

2.1: GCAGGATCGTGAGCTCCC 

4.1: GCGCAAACATTAAGGCAC 

Afin d’assurer la modification des cellules, la transfection de ces plasmides a été effectué 

à l’aide du FuGENE HD (Promega), selon les protocoles recommandés. Les cellules sont ensuite 

cultivées 5 à 7 jours et l’expression de CD73 est vérifiée par cytométrie en flux. Si la transfection 

est un succès, des cellules négatives pour CD73 seront observées. Celles-ci sont triées en 

condition stérile par FACS suite au marquage de CD73 et remises en culture en présence 

d’antibiotiques. La fraction positive pour CD73 est aussi conservée pour être utilisée comme 

contrôle. Ces tris ont été effectués en coopération avec la plateforme de cytométrie du 

CRCHUM. Suite à leur remise en culture, nous confirmons la modification des cellules par 

cytométrie en flux, souvent suivi de différentes autres techniques pour confirmer l’absence de 

CD73 (Western Blot ou RT-qPCR) ou l’absence d’activité enzymatique. 

 Les MDA-MB-231 ont également été modifiés à l’aide d’un plasmide PLKO.1 

contenant un shRNA ciblant ZEB1. Il s’agit d’un vecteur pour l’insertion d’un shRNA par 

infection au lentivirus et contenant une résistance à la puromycine [162]. 

Lors du traitement des HMLE-Twist-ER avec l’APCP, les cellules étaient mises en 

présence de 10uM d’APCP. 

3.2 Cytométrie en flux 

Une des méthodes d’analyses employées fréquemment dans le laboratoire est la 

cytométrie en flux. Cette technique permet de recueillir beaucoup d’information sur un nombre 

important de cellules très rapidement. De façon générale, les cellules sont détachées et rincées 

puis marquer avec un ou plusieurs anticorps aux choix déjà couplés à un fluorochrome. Suivant 

une incubation d’environ 30 minutes, cette suspension était rincée et resuspendu pour être 
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analysée. Dans le cas des HMLE-Twist-ER, le marquage de CD73, CD44 et CD24 a été 

effectué. Les fluorochromes employés sont BV421 pour CD73, APC pour CD44 et FITC pour 

CD24. Pour les MDA-MB-231, le même anticorps est utilisé pour marquer CD73, c’est 

également le cas lors du tri des cellules humaines suite au CRISPR-Cas9 ciblant CD73. Dans le 

cas des lignées murines, un blocage des récepteurs Fc est effectué avant le marquage et CD73 

est marqué à l’aide d’un anticorps couplé avec un fluorochrome PE-Cy7. 

3.3 PCR quantitative et transcriptase inverse 

L’extraction d’ARN a été effectuée à l’aide du RNaesy kit acheté de Qiagen. Les 

extractions sont effectuées sur des culots cellulaires, frais ou préalablement congelés à -80ºC, à 

l’aide de la solution tampon RLT (Qiagen) additionné de β-Mercaptoéthanol. Les conditions de 

lyse et les procédures suivant la lyse ont été effectuées selon les recommandations du 

manufacturier. La quantité d’ARN extraite a été mesurée à l’aide d’un instrument de mesure de 

type « NanoDrop ,» mesurant la concentration d’ARN à partir de petit volume de la solution. 

Ensuite, 1 µg d’ARN est utilisé pour effectuer une transcriptase inverse afin d’obtenir les cDNA 

correspondant pour la PCR quantitative. La transcriptase inverse employée étant la SuperScript 

VILO (Thermo Fisher) et utilisée selon les directives du fabricant. Les cDNA sont ensuite 

analysés par PCR quantitative à l’aide de sonde de type « TaqMan » obtenue pour les gènes 

d’intérêts. La PCR quantitative a été effectuée sur quarante cycles alternants entre une seconde 

à 95ᵒC et 20 secondes à 60ᵒC, ainsi qu’une phase initiale de deux minutes à 50ᵒC et 20 secondes 

à 95ᵒC. 

3.4 Mesure de la respiration cellulaire 

L’acquisition de la phosphorylation oxydative a été effectuée en collaboration avec la 

plateforme de spectrométrie de masse et résonance plasmonique de surface du CRCHUM lors 

de l’utilisation du Seahorse XF24 Analyzer (Agilent). L’utilisation de cet appareil permet de 

mesurer par intervalle programmé la saturation en oxygène et le pH du milieu de culture des 

puits contenant des cellules d’intérêts. De plus, il permet d’ajouter des solutions pendant la prise 

de données pour effectuer la mesure de différents paramètres. Par exemple, dans le cas présent, 
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l’ajout d’inhibiteurs agissant à différent point de la phosphorylation oxydative nous permettant 

d’observer des changements potentiels de cette voie.  

Pour ce qui est de la procédure, les cellules sont mises en culture la veille dans la plaque 

à 24 puits spécifique à l’appareil et la plaque de lecture est mise dans l’appareil avec une 

solution, XF Calibrant (Agilent). Le lendemain, les cellules sont mises en DMEM sans FBS et 

sans tampon carbonate, à 5mmM de glucose avec l’ajout de glutamate. Le milieu est ajusté à un 

pH de 7,4. Ensuite, les différentes solutions contenant les agents actifs ciblant la 

phosphorylation oxydative sont faites à concentration plus élevée pour obtenir une concentration 

optimale lorsqu’injectées dans les puits. Ces composés sont l’oligomycine, bloquant l’ATP 

synthase, le FCCP, un ionophore permettant la diffusion des protons, et le combo roténone  et 

Antimycine A, bloquant la chaîne de transport des électrons plus précisément le  complexe I et 

le complexe III. De plus, une solution de glucose est préparée pour augmenter la quantité de 

glucose dans le milieu à 25mM au début de l’expérience. Des mesures de saturation en oxygène 

et la mesure du pH sont prisent entre l’ajout de chaque composé et permettent la mesure de 

certaines caractéristiques de la respiration cellulaire dans les échantillons. 

3.4 MicroArray 

Suite à la modification des MDA-MB-231 à l’aide du CRISPR-Cas9, nous avions en 

notre possession des cellules stables n’exprimant plus CD73. Dans le but d’effectuer un 

MicroArray et ainsi avoir une image plus globale, nous avons procédé à l’extraction de l’ARN 

messager de ces cellules. Pour ce faire, nous avons utilisé trois pétries de MDA-MB-231 

n’exprimant plus CD73 provenant d’un même protocole décrit dans la section 3.1.1 et de trois 

pétrie de MDA-MB-231 parentales, provenant d’une même congélation. Suivant la 

décongélation et un passage en culture, l’ARN a été extrait selon les méthodes employées lors 

des extractions pour la RT-qPCR (voir section 3.2). Dès l’extraction de l’ARN effectué, 

l’échantillon a été entreposé à -80ᵒC. L’ARN a ensuite été envoyé au Centre d’innovation 

Génome Québec et Université McGill pour être analysé sur une micropuce Affymetrix 

(GeneChip Human Gene 2.0 ST array). Une fois les données normalisées, elles sont analysées 

et comparées. Un « Fold change » est calculé pour chaque échantillon et peuvent ensuite être 
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réunie par schéma d’expression (Clustering). Afin de déterminer les gènes exprimés 

différemment, un test ANNOVA est employé. 

Chapitre 4 – Résultats 

4.1 L’expression de CD73 dans les cellules mésenchymateuses 

4.1.1 Le modèle des HMLE-Twist-ER 

Suite au traitement avec le 4-hydroxy-tamoxifen (4-OHT), les HMLE-Twist-ER 

expriment TWIST de façon à entrainer les cellules vers un phénotype mésenchymateux. 

L’expression forcée de TWIST dans ce modèle a pour effet de promouvoir l’entrer en EMT dans 

ces cellules. Par conséquent, il y aura un changement d’expression de plusieurs protéines 

reflétant un phénotype typique à l’EMT, soit une augmentation des marqueurs de cellules 

mésenchymateuses. De plus, tel que discuté dans l’introduction, les cellules mésenchymateuses 

acquièrent des traits semblables aux cellules souches. C’est le cas de l’expression de CD44 qui 

est augmentée dans les cellules exprimant TWIST. En effet, CD44 est une molécule d’adhésion, 

surtout connue pour sa fonction de récepteur de l’acide hyaluronique, et est employé comme 

marqueur de cellules souches cancéreuses dans le cancer du sein [163]. Nous considérons les 

cellules à haute expression de CD44 et l’expression diminuée de CD24 comme 

mésenchymateuses [114]. Nous avons tout de même tenu à confirmer l’état des cellules 

exprimant de haut taux de CD44, qui devrait se déplacer vers un phénotype mésenchymateux. 

Pour ce faire, nous avons fait l’analyse de l’ARN des HMLE-Twist-ER trié selon leur expression 

de CD44 (tri semblable illustré en annexe 1). En comparant les deux fractions cellulaires 

obtenues, Il est possible de confirmer l’état des cellules avec une plus haute expression de CD44 

est plus près d’un état mésenchymateux que les cellules ayant de plus bas niveaux d’expression 

de CD44. Cette conclusion a été tirée par l’observation d’une nette diminution de la E-cadhérine, 

25 fois plus basse dans les cellules exprimant de hauts niveaux de CD44, ainsi qu’une 

augmentation de la vimentine, prêt de 6 fois plus élevée, et une augmentation d’environ 12 et 

26 fois plus élevé pour la N-cadhérine et ZEB1 respectivement (Figure 1). 
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Figure 1.  Les cellules exprimant de haut niveau de CD44 ont un schéma d’expression 

plus près des cellules mésenchymateuses. Les HMLE-Twist-ER ont été exposé à 20ng/ml 

de 4-OHT pendant 12 jours et ensuite triées selon leur expression de CD44 et CD24. Une 

extraction d’ARN a été effectué sur les deux populations récupérés, suivi d’une PCR avec 

une rétro-transcriptase puis d’une analyse par qPCR.  Les gènes observés sont l’E-

cadhérine (E-cadh), la N-cadhérine (N-cadh), la Vimentine et ZEB2. La quantification est 

relative à la fraction cellulaire avec une basse expression de CD44. Les gènes contrôles 

employés sont la GAPDH et la β-actine. 

 

4.1.2 CD73 dans les HMLE-Twist-ER 

Dans la grande majorité des expériences effectuées, l’expression de CD73 a été acquise 

par différentes méthodes d’analyse. Or, lors de ces nombreuses expériences, il a été possible de 

remarquer que l’expression de CD73 semble liée au phénotype des cellules. En effet, 

l’expression de CD73 dans les cellules épithéliales semble être plus basse que l’expression des 

cellules considérées comme mésenchymateuses. Ce phénomène a d’ailleurs été observé lors de 

l’utilisation des HMLE-Twist-ER et leur analyse de cytométrie en flux. Ainsi, lors de 
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l’acquisition des cellules par cytométrie en flux suite au traitement au 4-OHT, nous avons 

remarqué que l’expression de CD73 est plus élevée dans les cellules exprimant de hauts niveaux 

de CD44 (figure 2A). Cette observation, en plus d’être répétée par la même méthode de multiple 

fois, a également été observée par RT-qPCR, suivant le tri de ceux-ci selon leur expression de 

CD44 suite au traitement par le 4-OHT pendant 14 jours. L’extraction de l’ARN et l’analyse 

par RT-qPCR a révélé que l’expression de CD73 était également augmentée au niveau de l’ARN 

messager dans les cellules exprimant de hauts niveaux de CD44 (Figure 2B), soit environ 2,15 

fois plus élevée. 

 

Figure 2. L’expression de CD73 est augmentée dans les HMLE-Twist-ER considérées 

mésenchymateuses. (A) Histogramme normalisé de l’expression de CD73 par cytométrie 

en flux comparant des cellules non marquées, la population mésenchymateuse et la 

population épithéliale d’un même échantillon (voir la figure 4 pour un exemple de la 

séparation des population). Cet échantillon est constitué de HMLE-Twist-ER traité au 4-

OHT. Le fluorochrome employé est le BV421 directement conjugué à l’anticorps 

primaire. La moyenne géométrique de fluorescence des populations sont indiqués dans le 

tableau sous l’histogramme. (B) Expression de l’ARN messager de CD73 suite au 

traitement des HMLE-Twist-ER au 4-OHT et la séparation par tri des deux population. 

4.1.3 CD73 dans les MDA-MB-231 

Dans le modèle des HMLE-Twist-ER, l’entrée forcée en EMT par l’expression de 

TWIST augmentait ainsi l’expression de CD73. Or, pour déterminer si un effet similaire pouvait 

être observé dans MDA-MB-231, c’est cellules reconnues comme mésenchymateuses, ont été 

soumis au traitement inverse, c’est-à-dire, la diminution de l’expression d’un facteur de 
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transcription faisant la promotion de l’EMT. Lors de cette expérience, afin de reproduire des 

résultats similaires obtenus à l’ai d’un MicroArray par Mock, et al. [164], l’expression de ZEB1 

a été réprimée dans les MDA-MB-231 à l’aide d’un small hairpin RNA (shRNA). Le résultat 

obtenu est des plus intéressant, puisqu’il montre effectivement le changement de l’expression 

de l’ARN messager de CD73. L’analyse par RT-qPCR révèle que l’expression de ce dernier est 

diminuée de plus de deux fois dans les cellules ayant une expression réduite de ZEB1 (Figure 

3). Ainsi la combinaison des résultats obtenus à l’aide des HMLE-Twist-ER et la confirmation 

des résultats de Mock, Preca [164] dans les MDA-MB-231 semble indiquer qu’une relation 

existe entre les principaux facteurs de transcription de l’EMT et l’expression de CD73. D’autres 

résultats similaires ont été obtenus dans des lignées cellulaires appartenant à d’autres types de 

carcinomes. C’est par exemple le cas dans le modèle de cancer de l’ovaire humain SKOV3, 

lorsque ces dernières ont été traitées au TGF-β1. En effet, dans ce modèle cellulaire, en plus des 

changements attendus indiquant une transition vers un phénotype mésenchymateux, 

l’expression de CD73 est augmentée (voir annexe 2). Des résultats ont également été obtenus 

sur des lignées cellulaires de carcinomes murins, suite au traitement avec le TGF-β1 et la 

comparaison avec leur contrôle par cytométrie en flux (Résultats non illustrés). Il est donc 

intéressant de voir qu’un lien entre un état cellulaire mésenchymateux et CD73 ne serait peut-

être pas restreint aux modèles de cancer du sein humain employés. 
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Figure 3. L’expression de CD73 est diminuée dans les MDA-MB-231 suite à une 

diminution de l’expression de ZEB1. Suivant l’introduction du shZEB1 et la sélection des 
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cellules, l’ARN a été extraite des cellules et analysé par RT-qPCR. Les gènes observés 

sont ZEB1 et CD73. Les gènes contrôles employés sont la β-actine et la GAPDH. 

 

Il est donc intéressant d’observer cette première interaction entre l’état cellulaire et la 

variation d’expression de CD73. Malgré que les preuves soient insuffisantes pour affirmer 

définitivement qu’un lien concret existe entre ces phénomènes, il semble y avoir modulation de 

CD73 dans l’EMT. Or, pour répondre à l’hypothèse, il ne suffit pas d’observer l’effet que l’EMT 

aura sur l’expression de CD73, mais plutôt si CD73 à un effet sur le processus cellulaire qu’est 

l’EMT. Il est donc primordial de déterminer si CD73 a un rôle à jouer dans la régulation ou les 

fonctions de l’EMT. 

4.2 CD73 et l’EMT 

4.2.1 L’EMT des HMLE-Twist-ER est peu affectée par l’absence de CD73 

Dans le cas où CD73 semble être régulé lors de l’EMT, il est plausible de penser que 

cette protéine pourra avoir un effet sur ce programme cellulaire. Pour répondre à cette 

hypothèse, nous avons tout d’abord étudié l’impact de l’inhibition enzymatique de CD73, à 

l’aide du modèle des HMLE-Twist-ER. L’inhibition de CD73 à l’aide de l’APCP lors du 

traitement au 4-OHT a ainsi été effectué en parallèle à un contrôle (Figure 4). L’APCP est un 

inhibiteur compétitif de l’AMP, empêchant la liaison de ce dernier à la région catalytique de 

CD73. Cette molécule permet ainsi de bloquer uniquement la fonction catalytique de CD73, et 

ce de façon efficace lorsqu’employer à concentration adéquate. Or, l’analyse des populations 

par cytométrie en flux n’a pas révélé de différence dans la proportion de cellules ayant de hauts 

niveaux de CD44 par rapport au contrôle. Ainsi, un nombre équivalent de cellules a atteint un 

état mésenchymateux avec ou sans l’activité de CD73 lors de l’expression forcée de TWIST 

dans les cellules. Par contre, dans la présente expérience, aucun contrôle sur l’action de l’APCP 

n’a été effectué. Il est donc impossible d’affirmer que, dans les cellules traitées avec l’APCP, 

CD73 était entièrement inhibé et que les cellules étaient en présence d’une plus petite 

concentration d’adénosine.  



 

34 

 

Figure 4. L’inhibition enzymatique de CD73 par l’APCP n’affecte pas le modèle des 

HMLE-Twist-ER. Les traitements des HMLE-Twist-ER au 4-OHT et son contrôle à 

l’éthanol ont été effectués selon les conditions préalablement mentionnées. Un échantillon 

a été induit en présence de 10 µM d’APCP, depuis le début du traitement. Les populations 

ont été analysées par cytométrie en flux selon leur expression de CD44 et CD24. 

Or, il est connu, que CD73 pourrait avoir, dans certaines circonstances des fonctions qui 

ne sont pas liées à la dégradation de l’AMP. Ainsi, bien que l’APCP soit un inhibiteur efficace 

de l’activité enzymatique, il n’affecterait pas les fonctions non-catalytiques. Dans le but de 

répéter cette expérience sans la présence de CD73, pour être certains de l’absence de toute 

fonction catalytique ou non-catalytique, nous avons généré des cellules n’exprimant plus CD73. 

Ces cellules ont été générées à l’aide de la technologie CRISPR-Cas9. Les plasmides envoyés 

par le Dr Michael Hoelzel ont été employés afin de retirer l’expression de CD73 des HMLE-

Twist-ER. Ainsi, suite à la transfection du plasmide, les cellules ne possédant plus l’expression 

de CD73 ont été triées par FACS. La remise en culture de ces cellules a permis de générer des 

lignées stables n’exprimant plus la protéine en question. La population de cellules exprimant 

encore CD73 a été conservée pour agir comme contrôle. Suite à la modification des HMLE-

Twist-ER et l’obtention d’une culture stable, les cellules ont été exposées au 4-OHT pour induire 

l’expression de TWIST. Dans ce cas, CD73 est complètement absent et ne devrait pas être en 

mesure d’exercer ces fonctions (voir annexe 3). Tel qu’attendu, le résultat est un résultat 

similaire à l’utilisation de l’APCP (Figure 5). Nous avons ainsi complété nos observations en 

faisant l’acquisition d’un échantillon de la culture par cytométrie en flux tous les deux à trois 

jours pendant 9 jours. Ces données ont permis de confirmer qu’il ne semble pas y avoir 

d’influence de CD73 sur la vitesse d’entrée en EMT lors de l’expression de TWIST dans ce 
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modèle (Tableau 1). Ce modèle n’exploitant que l’utilisation de TWIST pour initier la transition, 

il n’est pas possible d’affirmer complètement que CD73 n’affecte pas la transition vers un état 

mésenchymateux. 

 

Figure 5. L’absence de CD73 dans les HMLE-Twist-ER n’affecte pas la vitesse de la 

transition et l’expression de CD44.  Représentation de l’analyse des données obtenues par 

cytométrie en flux suite à 12 jours de traitement avec le de l’éthanol ou le 4-OHT. 

L’expérience a pour but de comparer la transition des cellules exprimant CD73 (A) ou 

n’exprimant plus CD73, suite à la modification à l’aide de la technologie du CRISPR-

Cas9 (B). Cette figure consiste en un exemple typique de la technique employé pour la 

discrimination de la population mésenchymateuse (CD44hi) et la population épithéliale 

(CD44low). 
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Tableau I. Proportion des cellules Mésenchymateuses lors du traitement des HMLE-Twist-ER au 4-

OHT. Les cellules employées sont ceux modifié par CRISPR-Cas9 exprimant ou non 

CD73. L’acquisition des populations est effectuer par FACS tel qu’illustré dans la 

figure 5. 

Jours depuis le début 
du traitement 

Cellules Mésenchymateuses 
CD73 positives 

Cellules Mésenchymateuses 
CD73 négatives 

2 5,9 % 7,2 % 

5 27,3 % 22,6 % 

7 49,0 % 43,9 % 

9 45,2 % 54,8 % 

 

4.2.2 CD73 affecte peu l’expression des principaux marqueurs de l’EMT 

Afin de déterminer si CD73 pouvait affecter le niveau d’expression des protéines lié au 

phénotype mésenchymateux ou épithélial, l’évaluation par PCR de l’expression de différents 

marqueurs de l’EMT a été effectué. La différence d’expression de ces protéines clefs pourrait 

indiquer un potentiel à modifier le comportement des cellules en question. Dans ce cas-ci, deux 

modèles ont été employés pour tenter de répondre à cette question. Premièrement, les HMLE-

Twist-ER déficientes pour CD73 modifiées par CRISPR-Cas9 et leur contrôle ont été traitées 

avec le 4-OHT et triées selon leur expression de CD44 (voir annexe 1). L’ARN a été extrait des 

populations triées et analysé par RT-qPCR (Figure 6). L’expression de l’ARN messager de 

certains des principaux facteurs de transcription de l’EMT a été acquise. Nous avons donc 

comparé cette expression dans les cellules considérées mésenchymateuses exprimant CD73 à 

ceux n’expriment pas CD73, ayant comme contrôle les cellules épithéliales pour la 

quantification. De ces résultats, il est possible de remarquer que SNAIL n’est pas changé dans 

les deux lignées. Dans le cas de TWIST, l‘expression de l’ARN messager est semblable, soit 

une augmentation d’environ 2,8 et 3,8 fois par rapport au contrôle dans les cellules exprimant 

CD73 ou ne l’exprimant plus, respectivement. Or, le changement d’expression de ZEB1 semble 

légèrement plus élevé dans les cellules n’exprimant plus CD73, soit une augmentation de 36,1 

fois l’expression, par rapport à 17.8 fois pour les cellules exprimant CD73. Malheureusement, 

la plupart des PCR quantitatives affichées dans ce mémoire n’ont été effectuées qu’une seule 

fois. Ainsi, malgré une confiance dans les méthodes utilisées, il est difficile d’affirmer que les 

résultats sont reproductibles et des tests statistiques fiables n’ont pas pu être appliqués. 
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Figure 6. L’expression des principaux facteurs de transcription de l’EMT est peu 

affectée par la présence de CD73. La PCR quantitative compare l’expression de trois 

facteurs de transcription liés à l’EMT dans la population mésenchymateuses, suite au 

traitement avec le 4-OHT, des HMLE-Twist-ER exprimant ou non CD73. La 

quantification relative est basée sur l’expression de la fraction épithéliale des HMLE-

Twist-ER triées. Les gènes contrôles employés sont GAPDH et la β-actin 

 

Les MDA-MB-231 ont également été utilisées pour une expérience semblable. 

L’expression de CD73 a été altérée par la même technique que celle employée avec les HMLE-

Twist-ER. Ensuite, les cellules, dont l’expression ou l’absence de CD73 a été confirmée (voir 

annexe 3), ont été lysé et l’ARN extrait. Les échantillons ont ensuite été analysé par RT-qPCR 

(Figure 7). 
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Figure 7. La présence de CD73 affecte peu l’expression des marqueurs de l’EMT. 

Résultat de deux PCR quantitative de l’ARN des MDA-MB-231 comparant les cellules 

exprimant ou non CD73 à la suite du CRISPR-Cas9 pour les deux guides employés. Le 

gène contrôle employé est le GAPDH. 

En bref, dans ce modèle de cancer métastatique, CD73 ne modifie pas de façon 

importante la plupart des marqueurs de l’EMT observé. Malgré tout, il semble y avoir une légère 

tendance à la diminution des marqueurs de cellules mésenchymateuses dans les MDA-MB-231 

n’exprimant pas CD73 (Figure 7). Or, la seule différence importante entre les cellules exprimant 

CD73 ou les cellules déficientes pour CD73 est l’expression de TWIST, qui est diminué dans 

les cellules déficientes. 

4.3 MicroArray des MDA-MB-231 

Pour poursuivre les recherches concernant CD73 nous avons opté pour un MicroArray 

sur puce Affymetrix. Ces résultats très riches en données permettent d’évaluer le niveau 

d’expression de plusieurs voies cellulaire rapidement. Six échantillons d’ARN des MDA-MB-

231 ont donc été envoyées au Centre d’innovation Génome Québec et Université McGill pour 

être mesuré par MicroArray. De ces six échantillons, trois des extraits d’ARN proviennent de 

cellules parentales et trois autres des cellules n’exprimant plus CD73 suite à la modification par 

CRISPR-Cas9. L’analyse de ces résultats a permis de discerner des différences dans 

l’expression des deux types d’échantillons. Nous avons ainsi concentré l’analyse sur certaines 

voies d’intérêt, soit l’EMT et la phosphorylation oxydative. 
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Figure 8. Analyse des résultats du MicroArray effectué sur l’ARN des MDA-MB-231. 

(A-B) L’EMT et la phosphorylation oxydative ont été sélection lors de l’utilisation de 

l’outil GSEA, nous permettant de rapidement identifier les gènes d’intérêts parmi les 

multiples gènes différentiellement exprimé. (C) De ces gènes, Il est possible d’approfondir 

l’analyse en déterminant quelle sont les ARN dont l’expression est augmentée, et ceux 

dont l’expression est diminuée de façon significative dans les cellules déficientes pour 
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CD73. Les résultats affichés sont ceux spécifiques aux voies observées, soit l’EMT et la 

phosphorylation oxydative. 

4.3.1 Changement dans les gènes liés à l’EMT 

Pour déterminer les gènes à comparer, des listes de gènes d’intérêt ont été utilisées. Ces 

listes proviennent de l’outil en ligne Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) (Figure 8A). Dans 

le cas de l’EMT, la liste utilisée contient 200 gènes liés à l’EMT (voir annexe 4). Ainsi, certains 

gènes de cette liste sont exprimés différemment de façon significative au niveau de l’ARN 

(Figure 8B). En bref, quatre gènes ont une expression augmentée et 20 autres ont une expression 

diminuée dans les MDA-MB-231 n’exprimant plus CD73 (Figure 8C). Dans ceux-ci, certains 

ont particulièrement retenu notre attention. C’est le cas du récepteur TGFβR2 dont l’expression 

est augmentée, contrairement au TGF-β1, le TGF-β2 et le TGFβR1 qui sont diminués dans les 

cellules déficientes pour CD73. Telle que mentionné plus tôt, la signalisation du TGF-β est 

importante dans le processus d’EMT. Une dérégulation de cet axe dans les cellules déficientes 

pour CD73 pourrait indiquer des interactions entre ces deux voies. Une autre voie intéressante 

qui est diminuée chez les cellules déficientes pour CD73, est le VEGFC. En effet, en plus de 

son action dans la formation de vaisseaux lymphatiques, la signalisation du VEGFC pourrait 

jouer un rôle dans le potentiel métastatique des cellules cancéreuses exprimant son récepteur, le 

VEGFR-3 [165, 166]. 

4.3.2 Changement des gènes lié à la phosphorylation oxydative 

Dans le cas de la phosphorylation oxydative, la liste de gènes employés provient 

également de GSEA et est également constituée de 200 gènes impliqués dans ce procédé (voir 

annexe 5). Dans cette facette du métabolisme cellulaire, 33 gènes sont exprimés différemment 

(Figure 8B). L’expression de l’ARN de 10 gènes est augmentée, tandis que l’expression de 23 

gènes est diminuée dans les cellules n’exprimant plus CD73 comparé aux cellules parentales 

(Figure 8C). De ces nombreuses protéines, plusieurs pourraient avoir des impacts majeurs sur 

la respiration mitochondriale, notamment au niveau de la chaine de transport des électrons. Par 

exemple, dans les gènes ayant une expression diminuée, on y retrouve entre autres, des sous-

unités de la NADH déshydrogénase, soit le NDUFS8, le NDUFA2, le NDUFA7 et le NDUFC2. 

La NADH déshydrogénase est aussi connue en tant que premier complexe de la chaîne de 
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transport des électrons, un acteur important de la phosphorylation oxydative. De plus, d’autres 

protéines impliquées dans la chaine de transport des électrons sont altérées, tel que l’expression 

des sous-unités 5 et 7B du cytochrome c oxydase, le quatrième complexe de la chaîne de 

transport des électrons. Différentes fonctions pourraient également être affectées dû à des 

changements d’expression de sous-unités importantes dans le métabolisme cellulaire. C’est le 

cas de protéines impliquées dans le transport de la mitochondrie (RHOT1), la Beta-oxydation 

des lipides (ETFA) et le cycle du citrate (IDH3). De plus, l’expression de plusieurs sous-unités 

de l’ATP synthase est diminuée (ATP5H, ATP5J2, ATP5I, ATP5J). En prenant en compte tous 

les changements d’expression, ici mentionné, un fort changement dans la phosphorylation 

oxydative des cellules n’exprimant pas CD73 devrait être visible.  

4.4 Altération de la phosphorylation oxydative en absence de 

CD73 

Tel que mentionné, la comparaison de l’ARN extraite des cellules n’exprimant plus 

CD73 et leurs contrôles ont permis de déterminer une différence dans les gènes qui contrôlent 

l’utilisation de l’oxygène pour la production d’ATP des cellules en cultures. À l’aide des 

données obtenues par le SeaHorse analyzer (Figure 9A), il est possible de déduire la quantité 

d’oxygène utilisé pour la formation d’ATP. Pour ce faire, il faut retirer l’utilisation d’oxygène 

pour d’autres fonctions que la production d’ATP à la mesure de consommation d’oxygène des 

cellules à l’état de « repos ». Dans ce cas, l’oligomycine est utilisée pour inhiber l’ATP synthase 

et permettre de calculer l’utilisation d’oxygène qui n’est pas directement lié à la production 

d’ATP par la phosphorylation oxydative (Figure 9A). Ainsi, les cellules exprimant CD73 

utilisent près de deux fois plus d’oxygène que les cellules déficientes à l’état de repos. Or, en 

comparant les données de consommation d’oxygène destiné à la production d’ATP, les cellules 

exprimant CD73 emploient plus de trois fois l’oxygène que leurs semblables ne possédant plus 

l’expression de CD73. Ces résultats ont également été reproduits dans des modèles de lignées 

cellulaires murines, où l’expression de CD73 a également été retirée par CRISPR-Cas9 (voir 

annexe 6). Pour conclure, les observations obtenues à l’aide du Seahorse analyzer concordent 

avec ceux du MicroArray selon lesquelles il y aurait diminution dans l’expression des protéines 

impliquées dans la chaine de transport des électrons et l’ATP synthase. En effet, l’analyse les 
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résultats obtenus à l’aide du Seahorse analyzer suggère une différence dans la consommation 

d’oxygène pour la production d’ATP entre les cellules exprimant CD73 et les cellules 

déficientes (Figure 9 et annexe 6). 

 

Figure 9. CD73 influence l’utilisation d’oxygène destiné à la production d’ATP. 

Données des taux de consommation d’oxygène des MDA-MB-231, telle que mesuré par 

le Seahorse Analyzer. (A) La consommation d’oxygène moyenne des MDA-MB-231 

selon l’ajout des composés affectant la respiration cellulaire, comparant les cellules 

parentales aux cellules ayant reçu le CRISPR-Cas9 ciblant CD73. Le niveau basal est 

calculé lors de l’ajout de glucose à 25mM dans le milieu de culture. (B) La consommation 

d’oxygène employé pour la production d’ATP des deux lignées cellulaires a été calculé 

en retirant la consommation d’oxygène non lié à l’ATP synthase (lorsque les cellules sont 

exposé à l’olygomycine) au niveau de consommation d’oxygène basal.  
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Chapitre 5 – Discussion 

5.1 CD73 et les cellules mésenchymateuses 

5.1.1 CD73 est exprimé dans les cellules mésenchy mateuses 

Les résultats obtenus au courant des dernières années semblent indiquer que l’expression 

de CD73 est augmentée dans les cellules au phénotype mésenchymateux. Or, malgré que les 

résultats soient insuffisants pour conclure que cette augmentation d’expression est reproductible 

dans tous les cas où les cellules de carcinomes progressent vers un phénotype mésenchymateux, 

certaines évidences extérieures au présent travail nous laissent croire que l’expression de CD73 

serait bel et bien associée à un phénotype mésenchymateux.  

Prenons pour débuter l’exemple de l’étude de Mock, Preca [164] dont nous avons 

effectué une expérience similaire pour confirmer la diminution de l’ARN messager de CD73 

dans les MDA-MB-231 suite à un « small hairpin RNA » ciblant ZEB1. Effectivement, CD73 

se retrouve dans la liste des 350 gènes diminués dans les cellules ayant un shZEB1. Dans cette 

étude il regarde également le profil d’expression de ces gènes selon la situation des métastases. 

CD73 figure au 12e rang dans la liste des 110 gènes qui sont plus exprimés dans les métastases 

osseuses en comparaison aux métastases aux poumons et au cerveau [164]. Il semblerait donc 

que le milieu où s’installent les métastases puisse influencer l’expression de CD73, ou au 

contraire, que CD73 influence le lieu où pourront s’installer les cellules métastatiques. Ainsi, 

peut-être qu’un signal normalement présent dans ce milieu permet d’exprimer de façon plus 

importante CD73, ou celui-ci présente un avantage de sélection. D’autres indices nous 

permettant de penser que CD73 aurait un rôle à jouer dans l’EMT, est son ajout à la liste de 

gènes des « Hallmark epithelial mesenchymal transition » par le Dr Arthur Liberzon de Broad 

Institue disponible sur l’outil en ligne GSEA (Annexe 4). Cet ajout est surement en lien avec 

son implication connue dans la fibrose (voir section 5.1.2). De plus l’expression de CD73 est 

aussi employée pour identifier et isoler les cellules souches mésenchymateuses (mesenchymal 

stem cells – MSC) [167]. Cette caractéristique de CD73 pourrait indiquer que CD73 est 

effectivement plus exprimé sur des cellules au phénotype mésenchymateux ou aux cellules 

possédant des propriétés de cellules souches. 
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5.1.2 CD73 semble associé à une signature mésenchymateuse dans le cancer 

du sein 

À l’aide de base de données provenant du cBioPortal, il est possible d’accéder avec cet 

outil à plusieurs études dont certaines ont effectué des analyses d’ARN messager par 

MicroArray [168, 169]. Dans le cas présent, l’étude de Ciriello, et al. [170] a été employé. Tous 

les sous-types de cancer ont été inclus lors de l’analyse de ces données. Il a ensuite été possible 

de comparer l’expression de gènes d’intérêts avec l’expression de CD73. Pour ce faire, une liste 

provenant de l’outil GSEA a été utilisée. Cette liste comparant les gènes associés à l’EMT, soit 

la liste nommée Hallmark, également utilisée pour l’analyse du MicroArray des MDA-MB-231, 

et précédemment mentionnée, comme liste de gènes incluant CD73 dans le phénotype 

mésenchymateux (voir annexe 4). À partir de cette liste et l’application à ces données, il est 

possible de déterminer si CD73 tend à être co-exprimé avec certains de ces gènes, s’il n’y a 

aucune corrélation ou s’ils sont mutuellement exclusifs, c’est-à-dire exprimé lorsque 

l’expression d’un autre l’ARN messager est diminué et vice-versa. 

Tableau II. Gènes liés à l’EMT semblant être co-exprimé avec CD73 dans l’étude de Ciriello, G., 

et al.[170] suite à l’analyse effectuer sur le cBioPortal 

Gène A Gène B p-Value Log Odds Ratio Association 
CADM1 NT5E 0.00537981 1.964259288 Tendency towards co-occurrence(Significant) 
CDH11 NT5E 0.00419289 2.043814364 Tendency towards co-occurrence(Significant) 
COL11A1 NT5E 0.00010022 2.429196043 Tendency towards co-occurrence(Significant) 
COL12A1 NT5E 0.0017489 2.012285218 Tendency towards co-occurrence(Significant) 
COL1A1 NT5E 0.04977665 1.439538876 Tendency towards co-occurrence(Significant) 
COL4A1 NT5E 1.60E-05 2.555100723 Tendency towards co-occurrence(Significant) 
COL4A2 NT5E 0.00029107 2.203816559 Tendency towards co-occurrence(Significant) 
COL5A1 NT5E 0.00276884 2.175526215 Tendency towards co-occurrence(Significant) 
COL5A2 NT5E 0.00419289 2.043814364 Tendency towards co-occurrence(Significant) 
COL5A3 NT5E 0.0054521 3.381246595 Tendency towards co-occurrence(Significant) 
COL6A3 NT5E 0.00058557 2.290979547 Tendency towards co-occurrence(Significant) 
COL8A2 NT5E 0.00677602 1.890199542 Tendency towards co-occurrence(Significant) 
CXCL12 NT5E 0.00605076 1.926592098 Tendency towards co-occurrence(Significant) 
CXCL8 NT5E 0.00042236 2.37361293 Tendency towards co-occurrence(Significant) 
ECM2 NT5E 0.00677602 1.890199542 Tendency towards co-occurrence(Significant) 
FOXC2 NT5E 0.01097599 2.09147952 Tendency towards co-occurrence(Significant) 
MMP1 NT5E 0.02781037 1.69550767 Tendency towards co-occurrence(Significant) 
MMP14 NT5E 0.00049891 2.331496436 Tendency towards co-occurrence(Significant) 
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MMP2 NT5E 0.00319885 2.129783297 Tendency towards co-occurrence(Significant) 
PDGFRB NT5E 0.00079256 2.214274171 Tendency towards co-occurrence(Significant) 
SNAI2 NT5E 0.00058557 2.290979547 Tendency towards co-occurrence(Significant) 
TGFBI NT5E 0.01097599 2.09147952 Tendency towards co-occurrence(Significant) 
VIM NT5E 1.12E-08 3.271554523 Tendency towards co-occurrence(Significant) 

 

Parmi les protéines qui sont exprimées en parallèle avec CD73 (Tableau II), on y 

retrouve plusieurs sous-unités de collagènes, soit les COL11A1, COL12A1, COL1A1, 

COL4A1, COL4A2, COL5A1, COL5A2, COL5A3, COL6A3 et COL8A2. Dans ces protéines 

de la matrice extracellulaire, nous retrouvons également l’ECM2. La composition de la matrice 

extracellulaire est une caractéristique connue comme pouvant influencer l’EMT [171]. Il y a, en 

outre, la présence de molécules d’adhésion, telle que CADM1 et CDH11, et de signaux 

chimiotactiques, par exemple CXCL8 et CXCL12, des facteurs importants lors du processus de 

migration. Ce qui est aussi très intéressant est la corrélation entre l’expression de CD73 et des 

métalloprotéinase MMP1, MMP2 et MMP14, qui dégrade la matrice extracellulaire pour 

permettre une migration efficace. L’expression de la Vimentine (VIM) suit cette corrélation, 

une protéine du cytosquelette surexprimée dans les cellules mésenchymateuses par rapport aux 

cellules épithéliales. De plus, il y a co-expression de CD73 avec des signaux pouvant pousser 

les cellules cancéreuses vers l’EMT, soit PDGFRB et TGF-β1. Finalement, des facteurs de 

transcription faisant la promotion de l’EMT ont également une expression associée à CD73, 

c’est le cas de SNAIL et de FOXC2. 

Avec ces évidences, il semblerait que CD73 soit augmenté dans les cellules au phénotype 

mésenchymateux. Cependant, avec les résultats présents, il est impossible d’affirmer si CD73 

est exprimé dû à la stimulation de son expression dans le phénomène de l’EMT, ou s’il joue un 

rôle dans l’activation ou la régulation de ce phénomène. Or, des études ont démontré que CD73 

joue un rôle dans la fibrose tissulaire[172, 173]. Il est aussi déterminé que l’EMT est un acteur 

important dans la fibrose [174]. Cependant, il est important de noter que dans les études liant 

CD73 à la fibrose, les principaux acteurs qui semblent ciblés par l’action de l’adénosine sont les 

cellules immunitaires. Ce qui mène à réfléchir sur l’action de l’adénosine dans un contexte 

tumoral. En effet, les expériences ont été entièrement pratiquées In vitro. Ceci dit, la complexité 

du milieu physiologique et du micro-environnement ne peut être ignorée. Les conditions 
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d’expérimentation sont très différentes que ceux présents dans un milieu tumoral. Par exemple, 

il est connu que CD73 entretient un lien étroit avec l’expression de HIF-1α. Or, les cellules en 

culture ne sont pas sous quantité d’oxygène contrôlé, et n’expérience donc pas l’hypoxie à 

laquelle une cellule tumorale est souvent exposée. De plus, il n’y a que des cellules cancéreuses, 

impliquant qu’aucun échange avec d’autres types cellulaires sont effectués. Tel que déjà 

mentionné, les cellules sont en mesure de communiquer et de changer la constitution du milieu 

extracellulaire pour modifier le métabolisme cellulaire [147]. Un autre type d’interaction 

pourrait être la sécrétion de facteur de croissance, ou autres, influençant le phénotype des 

cellules environnantes. Finalement, cette voie pourrait être insuffisante pour influencer cette 

transformation vers un phénotype mésenchymateux, mais pourrait aider à le maintenir. Ainsi, 

pour tenter d’obtenir des résultats se rapprochant un peu plus d’un contexte pathologique, 

certaines expériences pourraient être effectuées. Par exemple, la co-culture des cellules 

observées avec des fibroblastes, ou l’utilisation de milieux conditionnées aurait permis 

d’exposer les cellules à un environnement extracellulaire plus près de la réalité. Ainsi, les 

différents facteurs présents dans le milieu auraient pu influencer de façon différentielle les 

cellules exprimant ou non CD73. Dans le même ordre de pensé, il aurait été possible d’effectuer 

des expériences in vivo. Certains modèles de cancers du sein murins auraient pu être employés 

suite au retrait de CD73. L’injection des cellules et la croissance des tumeurs in vivo serait 

effectué et les tumeurs analysées. Ces analyses permettraient de quantifier certains marqueurs 

de l’EMT ou de cellules souches dans les cellules ayant été exposé à un environnement plus 

près de l’environnement tumorale humain. Ces expériences permettraient de voir si CD73 

pourrait influencer l’EMT dans un environnement plus complexe, qui n’est pas basé sur la 

signalisation d’une seule voie. 

Un autre élément qui aurait été pertinent d’approfondir est le potentiel biais provenant 

de la concentration d’oxygène lors de la génération des résultats. Tel que mentionné. 

L’expression de CD73 est souvent associée avec l’hypoxie. Ainsi, le contrôle de la concentration 

d’oxygène pendant la culture des cellules aurait pu influencer les résultats lors de l’acquisition 

de l’expression de CD73. De plus, il aurait pu être intéressant d’exposer les cellules épithéliales 

et mésenchymateuses à des périodes d’hypoxies et de comparer les changements en expression 

de différentes protéines, dont CD73 et CD39. À partir de ces résultats, il aurait été possible de 
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déterminer si la modulation de l’expression de ceux est plus sensible, ou l’inverse, dans les 

cellules possédant un phénotype mésenchymateux. 

La majorité des résultats obtenus nous portent à croire que CD73 n’a que très peu 

d’influence sur le procédé de l’EMT. Effectivement, la présence de CD73 ne semble pas affecter 

le modèle des HMLE-Twist-ER et très peu les MDA-MB-231. Or, il serait possible que la 

signalisation de l’adénosine et la présence de CD73 affectent d’autres fonctions cellulaires lors 

de l’EMT que ceux observés dans ces expériences. Ce pourrait être le cas d’expression de 

certains gènes qui n’ont pas été inclus lors des RT-qPCR. Par exemple, SLUG (SNAIL2) dont 

l’expression semble associé à CD73 dans l’analyse des données de l’étude de Ciriello, Gatza 

[170]. Dans le cas des HMLE-Twist-ER, il est possible de penser que l’induction forcée de 

TWIST pourrait camoufler le potentiel effet qu’aurait CD73 et l’adénosine sur ce dernier. Afin 

de vérifier si un lien existe entre CD73 et Twist, ou tout autre facteur de transcription de l’EMT, 

des essais semblables à ceux effectués dans le présent mémoire pourrait être répétés avec des 

HMLE exprimant d’autres facteurs de transcription tels que la famille SNAIL ou ZEB. Il est 

aussi probable que l’expression directe d’un des facteurs de transcription activant l’EMT est un 

signal trop fort pour permettre d’observer une régulation plus fine du phénomène. 

 La dégradation de la matrice extracellulaire est un autre aspect qui n’a pas été observé 

dans le présent projet, mais qui demeure un aspect important de l’EMT. En effet, celle-ci est un 

procédé primordial pour la migration cellulaire dans un contexte physiologique. L’utilisation de 

certains tests de dégradation protéique aurait permis de déterminer le niveau d’activité des 

métalloprotéases matricielles dans différentes conditions modulant l’activité de CD73 et les 

récepteurs à l’adénosine. 

5.1.3 La voie du TGF-β 

Dans les résultats observés, la voie du TGF-β semblait être affecté par la présence de 

CD73, mais modulait également l’expression de CD73 dans les modèles cellulaires employés. 

En effet, Il y a augmentation de l’expression de CD73 dans plusieurs lignées cellulaires lorsque 

nous traitons ceux-ci au TGF-β1 (Tel qu’illustré chez les SKOV3 en annexe 2). De plus, lors de 

l’analyse du MicroArray, et l’observation des données obtenues sur le cBioPortal, l’expression 

du TGF-β1 semble être exprimé en parallèle avec CD73. Dans le MicroArray, il y a diminution 
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de l’expression du TGF-β2 et du TGFβR1 (Figure 8), malgré une augmentation du TGFβR2 

dans les cellules n’exprimant plus CD73. De plus, il a été proposé que la signalisation du TGF-

β est non seulement employé pour initier l’EMT, mais aussi la maintenir [114]. Prenant en 

compte l’augmentation de CD73 dans les cellules exprimant de hauts niveaux de CD44, il serait 

possible de penser que l’observation de l’expression de CD73 augmentée pourrait être due à la 

stimulation accrue de la voie du TGF-β. L’expression de ces deux protéines pourrait donc être 

liée dans le contexte de l’EMT. De plus, l’augmentation de l’expression de CD73 dans les 

lymphocytes T CD8 suite à la stimulation au TGF-β1 et l’IL-2 a été confirmée [175]. Ces 

évidences portent à croire qu’un lien entre la voie TGF-β et CD73 est plausible en contexte 

d’EMT. Cependant, les résultats restent insuffisants pour l’affirmer. Il pourrait s’agir d’une 

simple expression de CD73 lors de la stimulation de l’EMT et vice versa. 

Dans l’espoir d’éclaircir ce phénomène, des expériences tentant de séparer les deux 

phénomènes pourraient être effectuées. Par exemple, l’EMT pourrait être forcé par la 

stimulation des facteurs de transcription pouvant entrainer la transition tout en inhibant la 

signalisation du TGF-β et vérifier l’expression de CD73. Un exercice semblable pourrait être 

effectué en stimulant les récepteurs au TGF-β, tout en bloquant d’autres récepteurs à activité 

tyrosine kinase dans le but de ralentir le passage en EMT. Nous pourrions également inverser 

les conditions et vérifier si CD73 ou la signalisation de l’adénosine affecte directement la 

sécrétion de TGF-β. Pour ce faire, un test ELISA serait effectué sur le milieu de culture de 

cellules exprimant ou non CD73, ou suite au traitement avec de l’AMP ou de l’adénosine. 

Pour pousser plus loin dans les recherches, il serait possible d’effectuer un test de type 

ChIP-seq. Dans cette expérience, la co-immuno précipitation des effecteurs de la voie TGF-β, 

capable de lier l’ADN, serait effectué. Ensuite, le séquençage des fragments d’ADN est effectué 

et il est alors possible de déterminer s’il y a liaison d’un effecteur direct de la voie TGF-β sur le 

promoteur de CD73. 

5.2 CD73 et la phosphorylation oxydative 

Selon les présentent expériences, il semble fort probable que le retrait de CD73 influence 

le métabolisme cellulaire. Effectivement, dans les résultats obtenus, les cellules n’exprimant 

plus CD73 présentaient une consommation d’oxygène réduite et, de ce fait, une consommation 
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d’oxygène lié à la production d’ATP plus faible que leurs contrôles (Figure 9 et annexe 6). Il 

est intéressant de noter que ces résultats sont en accord avec ceux obtenus lors du MicroArray 

des MDA-MB-231, selon lesquels plusieurs protéines impliquées dans la chaîne de transport 

des électrons, et la synthèse d’ATP ont une expression diminuée au niveau de l’ARN messager. 

Un des potentiels responsables de ces changements serait les « Hypoxia-inducible 

fators » ou HIF, mais principalement le HIF-1α. Tel que mentionné précédemment, ce facteur 

de transcription est en mesure d’augmenter l’expression de différentes protéines liées à 

l’adénosine extracellulaire et sa régulation [76, 79-82]. Cependant, il a été décrit que l’activation 

des récepteurs à l’adénosine en condition hypoxique pouvait causer l’accumulation de HIF-1α  

dans les cellules spumeuses [176]. Il est décrit que le HIF-1α est en mesure de modifier le 

métabolisme cellulaire pour s’adapter à un environnement hypoxique, notamment en diminuant 

l’utilisation de la phosphorylation oxydative [158]. Il serait ainsi possible de penser que la 

présence de CD73 et la signalisation par l’adénosine pourraient augmenter la signalisation 

d’HIF-1α dans nos cellules en culture et diminuer la contribution de la phosphorylation 

oxydative pour la production d’ATP. Or, le contraire est observé, peut-être dû au changement 

d’expression de certaines protéines, tel que vu dans le MicroArray. Une autre hypothèse est le 

possible rôle de CD73 dans la production de certains métabolites pouvant participer au 

métabolisme cellulaire. Une étude de Grozio, et al. [177] a découvert que CD73 était en mesure 

de dégrader la nicotinamide mononucléotide en nicotinamide riboside, un précurseur dans la 

synthèse de NAD+. Ainsi, CD73 a le pouvoir de moduler le contenue de certains métabolites 

dans l’environnement extracellulaire cellulaire. Finalement, il est connu que la présence de 

précurseur augmentera la biosynthèse de NAD+, qui pourrait ensuite influencer le métabolisme 

cellulaire [178-180]. 

Dans un contexte de métabolisme cellulaire, il est important de rappeler que ces 

expériences ont été effectuées en culture cellulaire, soit en présence abondante d’oxygène. De 

plus, les lectures de consommation d’oxygène ont été effectuées en milieu contrôlé et en 

présence d’une concentration suffisante de glucose. Ces conditions de culture ne reflètent pas 

nécessairement les conditions habituelles retrouvées dans une tumeur, où l’hypoxie et une basse 

concentration de glucose sont une réalité à laquelle les cellules cancéreuses font face. 
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Le métabolisme cellulaire est un réseau complexe pouvant employer plusieurs 

métabolites et possédant de nombreuses régulations. Ainsi, dans le but de mieux comprendre 

ces changements observés dans la consommation d’oxygène, il serait bon d’obtenir une vue 

d’ensemble sur les cellules d’intérêts. Un moyen efficace d’acquérir une large quantité 

d’informations permettant d’orienter les recherches serait d’utiliser la chromatographie en phase 

liquide couplée à la spectrométrie de masse. Ces informations sur la quantité des différents 

métabolites pourront potentiellement donner des indices sur la source de ces changements. 

L’acquisition de plusieurs métabolites permettrait d’avoir une vue d’ensemble et de déterminer 

si d’autres voies sont affectées par CD73. 

5.3 Conclusion  

Ainsi, dans le cadre de ces recherches il est impossible d’affirmer avec certitude un lien 

direct entre CD73 et l’EMT ou la phosphorylation oxydative. Cependant, certaines observations 

effectuées sont intéressantes et tenter de mieux comprendre le résultat obtenu pourrait apporter 

une nouvelle facette aux fonctions de CD73, dans le cas où les observations sont confirmées et 

le mécanisme derrière celles-ci démystifié. Effectivement, l’augmentation de l’expression de 

CD73 qui semble être liée au phénotype mésenchymateux, ainsi que la modulation de la 

consommation d’oxygène lors du retrait de CD73 pourrait s’avérer être une caractéristique ou 

fonction intéressante de CD73. Cependant, un point faible imminent de ces résultats est le 

manque de contrôle par rapport aux cellules modifiées par la technologie CRISPR-Cas9. 

Effectivement, il aurait été nécessaire d’effectuer une réexpression de CD73 dans les cellules 

modifiées. Pour ce faire, nous possédons des plasmides exprimant CD73 et des formes mutantes 

aux fonctions enzymatiques inactives (dégradation de l’AMP en adénosine). Ainsi, il aurait été 

possible de déterminer si le retrait CD73 était bien la cause de ces observations et, le cas échéant, 

si son activité enzymatique jouait un rôle important dans ce contexte. Il est aussi important de 

mentionner que seulement deux modèles cellulaires ont principalement été utilisés. Ainsi, il 

reste difficile de savoir si les observations sont reproductibles dans différent type de cancer, ou 

encore entre différent modèle cellulaire.  
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Annexe 1 - Tri des HMLE-Twist-ER 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure représentant la stratégie de discrimination lors du tri des HMLE-Twist-ER suite 

au traitement avec le 4-OHT. 



 

 

Annexe 2 - Traitement des SKOV3 au TGF-β1 
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RT-qPCR des SKOV3 suite à dix jours de traitement au TGF-β1 (20ng/ml) en culture 

cellulaire. Les cellules sont cultivées en milieu OSE, avec 10% FBS.  



 

 

Annexe 3 – CRISPR-Cas9 ciblant CD73, HMLE-Twist-ER 

et MDA-MB-231 

 

(A,B) Dans les MDA-MB-231, l’expression de CD73 a été révélé et quantifié par 

Western Blot pour les deux ARN guides, soit R3 et L3. Cette baisse d’expression a également 

été relevé par le marquage de CD73 avec un anticorps conjugué à BV421 par cytométrie en flux 

pour les MDA-MB-231 (C) et les HMLE-Twist-ER (D). 

  



 

 

Annexe 4 – Groupe de gènes associés à l’EMT 

Gènes composant le "Gene set" : 
HALLMARK_EPITHELIAL_MESENCHYMAL_TRANSITION 

ABI3BP CXCL1 GPC1 MMP1 SERPINE2 
ACTA2 CXCL12 GPX7 MMP14 SERPINH1 
ADAM12 CXCL6 GREM1 MMP2 SFRP1 
ANPEP CYR61 HTRA1 MMP3 SFRP4 
APLP1 DAB2 ID2 MSX1 SGCB 
AREG DCN IGFBP2 MXRA5 SGCD 
BASP1 DKK1 IGFBP3 MYL9 SGCG 
BDNF DPYSL3 IGFBP4 MYLK SLC6A8 
BGN DST IL15 NID2 SLIT2 
BMP1 ECM1 IL32 NNMT SLIT3 
CADM1 ECM2 IL6 NOTCH2 SNAI2 
CALD1 EDIL3 IL8 NT5E SNTB1 
CALU EFEMP2 INHBA NTM SPARC 
CAP2 ELN ITGA2 OXTR SPOCK1 
CAPG EMP3 ITGA5 PCOLCE SPP1 
CD44 ENO2 ITGAV PCOLCE2 TAGLN 
CD59 FAP ITGB1 PDGFRB TFPI2 
CDH11 FAS ITGB3 PDLIM4 TGFB1 
CDH2 FBLN1 ITGB5 PFN2 TGFBI 
CDH6 FBLN2 JUN PLAUR TGFBR3 
COL11A1 FBLN5 LAMA1 PLOD1 TGM2 
COL12A1 FBN1 LAMA2 PLOD2 THBS1 
COL16A1 FBN2 LAMA3 PLOD3 THBS2 
COL1A1 FERMT2 LAMC1 PMEPA1 THY1 
COL1A2 FGF2 LAMC2 PMP22 TIMP1 
COL3A1 FLNA LEPRE1 POSTN TIMP3 
COL4A1 FMOD LGALS1 PPIB TNC 
COL4A2 FN1 LOX PRRX1 TNFAIP3 
COL5A1 FOXC2 LOXL1 PRSS2 TNFRSF11B 
COL5A2 FSTL1 LOXL2 PTHLH TNFRSF12A 
COL5A3 FSTL3 LRP1 PTX3 TPM1 
COL6A2 FUCA1 LRRC15 PVR TPM2 
COL6A3 FZD8 LUM QSOX1 TPM4 
COL7A1 GADD45A MAGEE1 RGS4 VCAM1 
COL8A2 GADD45B MATN2 RHOB VCAN 
COMP GAS1 MATN3 SAT1 VEGFA 
COPA GEM MCM7 SCG2 VEGFC 
CRLF1 GJA1 MEST SDC1 VIM 
CTGF GLIPR1 MFAP5 SDC4 WIPF1 
CTHRC1 GLT25D1 MGP SERPINE1 WNT5A 

 

  



 

 

Annexe 5 – Groupe de gènes associés à la phosphorylation 

oxydative 

Gènes composant le "Gene set" : HALLMARK_OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION 
ABCB7 BDH2 GPX4 NDUFA5 POR 
ACAA1 BRP44L GRPEL1 NDUFA6 PRDX3 
ACAA2 CASP7 HADHA NDUFA7 RETSAT 
ACADM COX10 HADHB NDUFA8 RHOT1 
ACADSB COX11 HCCS NDUFA9 RHOT2 
ACADVL COX15 HSD17B10 NDUFAB1 SDHA 
ACAT1 COX17 HSPA9 NDUFB1 SDHB 
ACO2 COX4I1 HTRA2 NDUFB2 SDHC 
AFG3L2 COX5A IDH1 NDUFB3 SDHD 
AIFM1 COX5B IDH2 NDUFB4 SLC25A11 
ALAS1 COX6A1 IDH3A NDUFB5 SLC25A12 
ALDH6A1 COX6B1 IDH3B NDUFB6 SLC25A20 
ATP1B1 COX6C IDH3G NDUFB7 SLC25A3 
ATP5A1 COX7A2 IMMT NDUFB8 SLC25A4 
ATP5B COX7A2L ISCA1 NDUFC1 SLC25A5 
ATP5C1 COX7B ISCU NDUFC2 SLC25A6 
ATP5D COX7C LDHA NDUFS1 SUCLA2 
ATP5E COX8A LDHB NDUFS2 SUCLG1 
ATP5F1 CPT1A LRPPRC NDUFS3 SUPV3L1 
ATP5G1 CS MAOB NDUFS4 SURF1 
ATP5G2 CYB5A MDH1 NDUFS6 TCIRG1 
ATP5G3 CYB5R3 MDH2 NDUFS7 TIMM10 
ATP5H CYC1 MFN2 NDUFS8 TIMM13 
ATP5I CYCS MGST3 NDUFV1 TIMM17A 
ATP5J DECR1 MRPL11 NDUFV2 TIMM50 
ATP5J2 DLAT MRPL15 NNT TIMM8B 
ATP5L DLD MRPL34 NQO2 TIMM9 
ATP5O DLST MRPL35 OAT TOMM22 
ATP6AP1 ECH1 MRPS11 OGDH TOMM70A 
ATP6V0B ECHS1 MRPS12 OPA1 UQCR10 
ATP6V0C ECI1 MRPS15 OXA1L UQCR11 
ATP6V0E1 ETFA MRPS22 PDHA1 UQCRB 
ATP6V1C1 ETFB MRPS30 PDHB UQCRC1 
ATP6V1D ETFDH MTRF1 PDHX UQCRC2 
ATP6V1E1 FDX1 MTRR PDK4 UQCRFS1 
ATP6V1F FH MTX2 PDP1 UQCRH 
ATP6V1G1 FXN NDUFA1 PHB2 UQCRQ 
ATP6V1H GLUD1 NDUFA2 PHYH VDAC1 
BAX GOT2 NDUFA3 PMPCA VDAC2 
BCKDHA GPI NDUFA4 POLR2F VDAC3 

 

  



 

 

Annexe 6 – Consommation d’oxygène dans des modèle 

murins 

 

Taux de consommation d’oxygène calculé par les Seahorse Analyzer des lignées cellulaires 

murines 4T1 et SM1 LWT1.  (A, C) Graphique des taux de consommation d’oxygène selon les 

composé ajouté (Glucose, Basal; Oligomycine; FCCP, Maximal; Antimycine A et roténone, 

Non-mitochondrial) et comparant les résultats des cellules exprimant ou non CD73. (B, D) 

Consommation de l’oxygène destiné à la production d’ATP, calculé par la soustraction de la 

consommation d’oxygène non lié à l’ATP synthase au taux de consommation d’oxygène basal. 

 


