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Résumé 

Les tumeurs mammaires canines sont les néoplasmes les plus courants chez les chiennes 

intactes, dont 50% sont malignes. La résection est le traitement standard pour les tumeurs 

mammaires canines, mais dans les cas inopérables tels que les carcinomes inflammatoires et les 

tumeurs métastatiques avancées, aucun traitement chimiothérapeutique efficace n'est 

disponible. L'étude de la pathogenèse des tumeurs mammaires canines aide à découvrir de 

nouvelles cibles thérapeutiques et des médicaments capables d'agir sur ces cibles pour traiter ce 

cancer. Des études récentes sur le dérèglement de la voie Hippo et de son rôle dans la 

tumorigenèse du cancer du sein, ainsi que les niveaux élevés de ces composants principaux dans 

les tumeurs mammaires canines, ont conduit à notre recherche sur la validation de cette voie 

comme cible pharmacologique pour le traitement des tumeurs des glandes mammaires canines. 

Six lignées de cellules tumorales mammaires canines ont été évaluées pour leur expression 

basale des effecteurs YAP et TAZ de la voie Hippo et pour leur sensibilité à la verteporfin, un 

inhibiteur de la co-activation transcriptionnelle engendrée par YAP. Quatre lignées cellulaires, 

qui ont des niveaux basaux détectables de YAP (CMT-9, -12, -28, -47), se sont révélées très 

sensibles au traitement à la verteporfin, qui a tué les cellules par induction d'apoptose avec des 

valeurs de ED50 de 14 à 79 nM. À l'inverse, deux lignées cellulaires qui n'exprimaient pas YAP 

(CF-35, CMT-84) étaient représentées par un ordre de grandeur plus résistant à la verteporfin. 

La verteporfin a supprimé l'expression des gènes cibles de YAP et TAZ, en particulier CYR61 

et CTGF, qui jouent un rôle important dans le développement du cancer du sein. La verteporfin 

a également pu inhiber la migration cellulaire et la croissance indépendante de l'ancrage. De 

même, la verteporfin supprime efficacement le potentiel invasif des cellules tumorales dans les 

lignées CMT-28 et -47, mais pas dans les cellules CF-35. Ensemble, nos résultats fournissent 

une preuve de principe selon lequel le ciblage pharmacologique de la voie Hippo compromet la 

viabilité et atténue le comportement malin des cellules tumorales mammaires canines. Ces 

résultats serviront de base au développement de nouvelles approches chimiothérapeutiques pour 

les tumeurs mammaires canines qui pourraient être utilisées en médecine humaine. 

Mots-clés : Tumeurs de la glande mammaire, chien, voie Hippo, verteporfin, chimiothérapie 

ciblée. 
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Abstract 

Canine mammary tumors are the most common neoplasms in intact female dogs with 

50% of them being malignant tumours. Resection is the standard treatment for canine mammary 

tumours, but in inoperable cases such as inflammatory carcinomas and advanced metastatic 

tumours, no efficient chemotherapeutic treatment is available. Studying canine mammary 

tumour pathogenesis helps with the discovery of novel therapeutic targets and of drugs able to 

act on these targets to treat the cancer. Recent insight on the Hippo pathway deregulation and 

the role it plays in breast cancer tumorigenesis, as well as its presence in canine mammary 

tumours, has lead to our research for the validation of this pathway as a pharmacological target 

for the treatment of canine mammary gland tumors. Six canine mammary tumour cell lines were 

assessed for their basal expression of the Hippo pathway effectors YAP and TAZ, and for their 

sensitivity to verteporfin, an inhibitor of YAP-mediated transcriptional coactivation. Four cell 

lines that had detectable baseline levels of YAP (CMT-9, -12, -28, -47) were found to be very 

sensitive to verteporfin treatment, which killed the cells through induction of apoptosis with 

ED50 values of 14-79 nM. Conversely, two cell lines that did not have detectable levels of YAP 

(CF-35, CMT-84) were an order of magnitude more resistant to verteporfin. Verteporfin 

suppressed the expression of YAP and TAZ target genes, particularly CYR61 and CTGF, which 

play important roles in breast cancer development. Verteporfin was also able to inhibit cell 

migration and anchorage-independent growth. Likewise, verteporfin efficiently suppressed 

tumor cell invasiveness in the CMT-28 and -47 lines, but not in CF-35 cells. Together, our 

findings provide proof of principle that pharmacological targeting of the Hippo pathway 

compromises the viability and attenuates the malignant behavior of canine mammary tumour 

cells. These results will serve as the basis for the development of novel chemotherapeutic 

approaches for canine mammary tumors that could translate to human medicine. 

Keywords: Mammary gland tumors, dog, Hippo pathway, verteporfin, targeted chemotherapy. 
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Introduction 

Les études épidémiologiques démontrent que les tumeurs mammaires sont très 

prévalentes chez la chienne intacte et qu’elles comptent pour 50% de tous les cancers chez cette 

espèce. Comme la femme, la chienne développe une panoplie de types tumoraux allant de la 

lésion prénéoplasique à l’adénome simple jusqu’au carcinome invasif localement et à la 

formation de métastases à distance. L’influence hormonale joue un rôle de première ligne dans 

le développement des tumeurs mammaires. Les hormones sont des facteurs de croissance qui, 

au cours du développement et du cycle œstral, agissent sur la glande mammaire en favorisant la 

prolifération cellulaire et le développement glandulaire. Du même coup, l’hyperplasie 

glandulaire physiologique ouvre la porte à la genèse de lésions dysplasiques ou prétumorales. 

Pour cette raison, l’ovariohystérectomie avant la première chaleur diminue drastiquement les 

risques du développement des tumeurs mammaires. 

Le traitement standard des tumeurs mammaires canines est la résection chirurgicale du 

nodule ou de la chaîne mammaire. Par contre, dans les cas de carcinome métastatique et de 

carcinome inflammatoire, la chirurgie s’avère inutile, voire contre-indiquée. De plus, dans ces 

cas, peu de traitements chimiothérapeutiques sont considérés efficaces et la plupart présentent 

des effets secondaires importants. La recherche de nouvelles cibles pharmacologiques est donc 

de mise pour améliorer le traitement de cette maladie, le confort du patient et la survie à long 

terme. L’étude de nouvelles voies de signalisation peut permettre le développement de nouvelles 

cibles thérapeutiques pour le traitement des cancers mammaires tout en diminuant les effets 

secondaires nocifs. 

La voie Hippo, qui est hautement conservée dans l’évolution, s’avère très importante 

dans l’homéostasie des tissus et la régulation de la taille des organes via son contrôle de la 

prolifération et la survie cellulaire. Cette voie de signalisation est également impliquée dans le 

développement de la glande mammaire ainsi que dans le développement du processus tumoral 

de plusieurs organes. Des études récentes démontrent que la voie Hippo, et majoritairement ses 

deux principaux effecteurs YAP et TAZ, sont activés de façon aberrante dans le cancer du sein 

chez la femme et dans le cancer mammaire chez la chienne et la chatte. L’activation constitutive 

de la voie conduit à une panoplie de fonctions cellulaires dont la transition épithélio-
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mésenchymateuse, la genèse de cellules souches cancéreuses, l’acquisition du pouvoir 

métastatique et la résistance chimiothérapeutique. La voie Hippo reçoit donc beaucoup 

d’attention en recherche et semble être une cible thérapeutique intéressante en oncologie 

vétérinaire. Une benzoporphyrine, la verteporfin, utilisée dans le traitement de la 

dégénérescence maculaire, démontre un pouvoir anticancéreux réel en interférant avec la liaison 

entre YAP et TEAD au niveau nucléaire, bloquant ainsi l’activité transcriptionnelle. La 

verteporfin est donc une molécule intéressante à étudier afin de cibler la voie Hippo pour le 

traitement des cancers mammaires chez la chienne. 

 



 

 

Recension de la littérature 

1 Glande mammaire du chien 

1.1 Développement embryonnaire 

La glande mammaire commence à se développer durant la période embryonnaire. Le 

développement commence au-dessus des régions spécialisées du mésoderme où apparaissent 

deux épaississements ventro-linéaires d’ectoderme. Cet endroit donne lieu à des crêtes ou lignes 

de lait, qui partent de la région axillaire et s’étendent jusqu’à la région inguinale. Les cellules 

de ces ectodermes communiquent, par le biais de plusieurs voies de signalisation telles que la 

voie des Wnts par l’entremise de β-galactosidase sensible au Wnt, avec les cellules épithéliales 

et mésenchymateuses afin de migrer le long de ces crêtes pour venir former une placode qui se 

développera en glandes mammaires individuelles1-2. 

La placode va ensuite donner lieu à un cordon solide de cellules épithéliales dans le 

mésenchyme sous-jacent. C’est à partir de ce cordon que les bourgeons mammaires vont se 

développer pour ensuite se ramifier et invaginer le mésoderme sous-jacent et former des 

prolongements cylindriques dilatés à leur extrémité. Les prolongements se composent alors 

d’une lumière, formée par une cavitation de celle-ci, qui est reliée à la gaine du mamelon 

composée d’un épithélium spécialisé. C’est cette gaine qui se développe en mamelon à l’âge 

adulte et qui permet une communication avec l’extérieur.2 

1.2 Développement post-natal prépubère 

En raison de la faible concentration d’hormones stéroïdiennes durant le proestrus 

prépubère, les structures des glandes mammaires sont moins développées (Figure 1)3-4. Durant 

la période prépubère, l'hormone lutéinisante (LH) et l'hormone folliculo-stimulante (FSH) ont 

des patrons de sécrétion pulsatile, ressemblant à la période d’anœstrus des chiennes adultes. Les 

glandes sont composées de gros canaux interlobulaires bordés d’une couche de cellules 

myoépithéliales et deux couches de cellules épithéliales supportées par un stroma de tissu 

conjonctif dense. Latérales à ces canaux se trouvent des structures épithéliales bulbeuses ayant 
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des bordures cellulaires indéfinies et possédant de grands noyaux. La glande dans son ensemble 

continuera de croître jusqu'à la puberté lorsque des changements anatomiques majeurs se 

produiront grâce à l’augmentation de l’estradiol plasmatique démarquant le début du proestrus2-

3, 5. 

 

Figure 1. Histologie de la glande mammaire durant le cycle œstral 

Représentation des caractéristiques histologiques de la glande mammaire durant le cycle œstral, y compris la phase 

prépubère et 1er proestrus. Les lignes noires sont les canaux reliant les différentes structures telles que les bourgeons 

terminaux (points noirs), les alvéoles (cercles blancs), les lobules inactifs (ellipses gris foncé) et les structures 

régressives (ellipses gris pâle). Ces structures et canaux sont entourés de stroma intralobulaire lâche (blanc avec 

des taches gris pâle) et de stroma interlobulaire dense (gris pâle avec des taches blanches). Modifié de 4.  
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1.3 Développement post-natal pubère 

1.3.1 Anatomie macroscopique 

Les glandes mammaires se retrouvent en paires chez le chien, et la plupart du temps cinq 

paires au total, mais quelques individus peuvent toutefois en posséder quatre ou six paires. Les 

glandes mammaires sont divisées en trois sections, soit les glandes thoraciques composées d’une 

paire crâniale et d’une paire caudale (M1 et M2), les glandes abdominales composées d’une 

paire crâniale et d’une paire caudale (M3 et M4), et les glandes inguinales composées d’une 

seule paire de glandes (M5)6. Les glandes sont organisées en lobules composés d’alvéoles. Ces 

unités lobulo-alvéolaires sont connectées par des canaux de tailles variables. Les canaux 

convergent au mamelon composé de 7 à 16 embranchements canalaires.2 

1.3.2 Anatomie microscopique 

1.3.2.1 Le mamelon 

Le mamelon est recouvert par un épiderme possédant une lacune de structures 

annexielles avec une formation modérée de nervures. Entre les cellules de l’épiderme basal se 

retrouvent les mélanocytes possédant un cytoplasme vacuolé. Comme mentionné ci-haut, les 

mamelons possèdent des ouvertures. Celles-ci sont composées d’un épithélium squameux 

stratifié formant les canaux de trayons. Un bouchon de kératine peut souvent se former dans la 

lumière de ces canaux. Ces derniers sont entourés de muscles lisses.6 

1.3.2.2 Le sinus 

Relié aux canaux du mamelon se retrouve le sinus formé d’une double couche de cellules 

épithéliales cylindriques. L’épithélium du sinus est recouvert de cellules myoépithéliales 

fusiformes. Le sinus mène aux canaux galactophores dont les plus petits sont entourés de 

cellules myoépithéliales et bordés d’un épithélium simple cubique. Les plus grands canaux 

galactophores sont aussi entourés de cellules myoépithéliales fusiformes mais bordés d’un 

épithélium simple cubique à stratifié.6 
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1.3.2.3 Les alvéoles 

Les canaux galactophores mènent aux alvéoles qui sont soit sous forme sécrétoire ou 

non sécrétoire, en fonction du stade hormonal de la chienne. Sous leur forme non sécrétoire, 

durant le proestrus prépubère et pubère, les alvéoles sont similaires aux petits canaux 

galactophores. Sous leur forme sécrétoire, durant le diestrus, les cellules épithéliales bordant les 

alvéoles sont hypertrophiées et contiennent de nombreuses gouttelettes intracytoplasmiques. 

Les alvéoles sont entourées de cellules myoépithéliales étoilées (Figure 2)7. Une membrane 

basale, composée de laminine, de protéoglycane, d’héparine sulfate, de collagène de type IV et 

d’autres protéines, borde les alvéoles et les canaux mammaires.6 

 

 

Figure 2. Schéma d’une alvéole de la glande mammaire 

Une alvéole composée de cellules épithéliales entourée de cellules myoépithéliales formant une lumière. L’alvéole 

est alimentée par des artérioles et drainée par des veinules. L’alvéole est connectée aux sinus par des canaux. 

Modifié de 8. 
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1.3.2.4 Stroma mammaire 

Le stroma mammaire est un tissu mésenchymateux dont le rôle principal est de supporter 

les canaux et les acini glandulaires. Ce tissu mésenchymateux est constitué de cellules 

adipeuses, de vaisseaux sanguins et lymphatiques, de nerfs, de tissus conjonctifs fibreux et de 

cellules inflammatoires, qui soutiennent les composantes épithéliales de la glande. Deux types 

de stromas sont présents dans la glande mammaire. Un stroma composé de fibres de collagène 

fines avec une matrice extracellulaire lâche entoure les canaux intralobulaires. Le stroma 

interlobulaire est composé de fibres de collagène plus larges avec une matrice extracellulaire 

moins importante. La quantité de tissus adipeux varie selon l’emplacement des glandes 

mammaires. Le tissu adipeux est moins important en région thoracique et augmente en région 

inguinale.2 

1.3.3 Cycle œstral  

Comme mentionné ci-haut, la réponse hormonale des glandes mammaires est importante 

dans leur développement dès la puberté lors de l’augmentation de la production d’œstrogène par 

l’ovaire. Plusieurs changements cellulaires surviennent tout au long des différentes phases du 

cycle œstral. Le premier cycle œstral survient entre l’âge de 6 à 10 mois et consiste du proestrus, 

de l’œstrus, du diestrus et de l’anœstrus9-10. Le cycle œstral survient en moyenne à tous les 7 

mois9-10. 

1.3.3.1 Le proestrus  

Durant le proestrus, les glandes sont sous une forme inactive, donc la progestérone 

demeure à un niveau basal de même que l’œstrogène, mais augmente rapidement durant les 

derniers jours puis redescend. Le pic d’œstrogène inhibe la LH, mais lorsque l’œstrogène 

diminue et que la progestérone commence à augmenter graduellement durant les derniers jours, 

un pic de LH et de FSH surgit (Figure 3)5, 11-19. Les structures retrouvées durant cette phase sont 

semblables à celles du proestrus prépubère. Des canaux interlobulaires, entourés de tissu 

conjonctif, sont reliés à des structures lobulo-alvéolaires primitives. Des alvéoles, tapissées de 

cellules épithéliales vacuolaires aplaties ou cubiques de l’œstrus précédent, peuvent encore être 

observées (Figure 1)4. 
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Figure 3. Schéma des changements endocriniens d'un cycle ovarien chez les chiennes non gestantes  

Un pic de l’œstradiol durant le proestrus tardif, de 1 à 2 jours avant le pic LH préovulatoire est présent. La 

lutéinisation préovulatoire commence avec une augmentation préovulatoire de la progestérone. L'œstrus débute 

avec la chute des concentrations d'œstradiol et avec l'augmentation des concentrations de progestérone. La 

progestérone atteint des valeurs maximales dans les premiers stades des jours 20 à 30. Cette dernière diminue sur 

une période de 4 à 8 semaines après les valeurs maximales, ce qui marque la régression lutéale lente et un manque 

de mécanisme lutéolytique utérin. Cette diminution de progestérone marque aussi une augmentation palpable de la 

taille mammaire, qui persiste pendant 3 à 4 mois dans chaque cycle. La transition du métœstrus à l’anœstrus est 

imprécise, variant à la fois par définition. Le début du proestrus est également indiqué comme imprécis, variant 

selon les critères et les paramètres utilisés. L'ovulation d'ovocytes immatures commence de 48 à 60 h après le pic 

de LH. Le panneau inférieur montre des phases folliculaires et lutéales pour des durées presque maximales, les 

moyennes indiquées étant d'environ 60 à 70% de celles tracées. LH: hormone lutéinisante; FSH: hormone folliculo-

stimulante. Modifié de 19 

1.3.3.2 L’œstrus  

Durant l’œstrus, grâce à l’effet de l’œstrogène sur les cellules épithéliales, les canaux 

intralobulaires prolifèrent pour former plusieurs petits canaux, dans un tissu conjonctif lâche, 

qui sont tapissés d’un épithélium stratifié semblable aux lobules (Figure 1)4. Le début de 

l’œstrus est marqué par un pic de FSH et de LH qui redescend à leur niveau basal au cours de 
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l’œstrus. Les niveaux de progestérone atteignent leur maximum graduellement au cours de 

l’œstrus et restent ainsi jusqu’en diestrus (Figure 3)3, 5, 14, 19-21.  

1.3.3.3 Le diestrus précoce 

Le diestrus précoce dure de 2 à 3 mois et débute avec le pic du LH qui engendre une 

augmentation des niveaux sanguins d’œstrogène et de progestérone (Figure 3)3, 5, 19. 

L’œstrogène et la progestérone agissent sur le développement des glandes mammaires et 

favorisent l’hyperplasie lobulaire. À ce stade, le stroma entourant les canaux et lobules est 

composé d’une matrice mucineuse, de petits vaisseaux sanguins et de fibroblastes ayant une 

activité mitotique accrue (Figure 1)4.  

1.3.3.4 Le diestrus tardif 

Durant le diestrus tardif, toujours sous l’effet de l’œstrogène et de la progestérone, 

l’hyperplasie lobulo-alvéolaire est à son niveau le plus avancé. Les niveaux de LH demeurent 

stables21. Ce stade est caractérisé par le développement des alvéoles sécrétrices. Une sécrétion 

protéique est produite dans ces alvéoles qui sont tapissées d’une double couche de cellules 

cubiques ou pavimenteuses stratifiées. L’épithélium des alvéoles est entouré de cellules 

myoépithéliales allongées. Les canaux lobulaires, quant à eux, ont un épithélium cubique bas 

ou pavimenteux et sont aussi remplis d’une sécrétion protéique. L’épithélium des canaux est 

entouré de cellules myoépithéliales fusiformes. Le stroma intralobulaire est minimal et le stroma 

interlobulaire est composé de fibres de réticuline et de collagène (Figure 1)4. À la fin du diestrus, 

la progestérone diminue et la prolactine augmente de façon inversement proportionnelle à la 

progestérone (Figure 3)3, 5, 19.  

1.3.3.5 L’anœstrus précoce 

Durant l’anœstrus précoce, qui est une période de quiescence ovarienne, l’hyperplasie 

lobulaire est en régression. Moins de matériel protéique est retrouvé dans la lumière des glandes. 

On observe la présence de lymphocytes et plasmocytes ainsi que le relâchement du tissu 

conjonctif intralobulaire. Cette régression est engendrée par une augmentation des 

concentrations de FSH, qui se retrouvent à des niveaux deux fois plus grands que la LH (Figure 

2)3, 5, 13, 19-20, 22-24. 
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1.3.3.6 L’anœstrus tardif 

Durant l’anœstrus tardif, qui survient 1-2 semaines avant le proestrus3, les glandes 

mammaires sont au stade avancé de régression. On observe une augmentation de la 

concentration du LH et une plus grande fréquence de pulsations. Cela est associé à une 

augmentation de l’œstrogène plasmatique et démarque l’initiation d’un nouveau cycle œstral 

(Figure 3)5, 11, 13, 19, 25-27. Ces changements hormonaux sont caractérisés par un petit diamètre des 

lobules et une présence de cellules au noyau pycnotique, et des concrétions protéiques sont 

présentes dans les canaux. De plus, l’interstitium est plus prononcé entre les canaux et lobules 

et le stroma est plus dense et contient des fibres de collagène ainsi qu’un infiltrat inflammatoire 

composé de lymphocytes, de plasmocytes et de macrophages (Figure 1).4 

1.3.4 Gestation  

Durant la période de gestation, plusieurs changements surviennent au niveau des glandes 

mammaires secondaires aux changements hormonaux, dont une augmentation de la 

progestérone et de l’hormone de croissance. Sous l’effet de la progestérone, les canaux 

lobulaires croient, s’allongent et se ramifient. L’hyperplasie lobulo-alvéolaire va devenir une 

hyperplasie lobulo-alvéolaire sécrétrice sous l’influence de la prolactine. La parturition met fin 

à la grossesse 64-66 jours après le pic du LH. Les niveaux de prolactine augmentent de manière 

réciproque à la baisse des taux de progestérone à la fin de la gestation, atteignant des niveaux 

beaucoup plus élevés que dans l'état de grossesse. Les tissus canalaires et glandulaires 

mammaires augmentent en réponse au niveau de prolactine.9 

1.3.5 Lactation  

 Durant la parturition et en raison de la diminution de progestérone et de l’augmentation 

graduelle de la prolactine, les structures de la glande mammaire sont alors composées de 

plusieurs alvéoles dans les lobules qui sont connectées aux canaux. 

La lactation est engendrée par une augmentation de prolactine et une diminution de la 

progestérone. Au moment de la mise bas, la progestérone chute et la prolactine augmente 

graduellement, favorisant l’activité sécrétoire de la glande et la fabrication des constituants du 

lait28. De plus, le GH est responsable de l'expansion des cellules souches et progénitrices 
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mammaires lorsque la glande mammaire grossit durant la lactation29. Lors de la lactation, le 

chiot peut alors aspirer les sécrétions alvéolaires qui proviennent des alvéoles, passant par les 

canaux alvéolaires, les canaux lobulaires et les sinus du mamelon. La succion du chiot engendre 

les hauts niveaux de prolactine et une augmentation d’ocytocine, ce qui occasionne la formation 

et l’éjection du lait, produisant une boucle positive hormonale30-31. Les alvéoles commencent à 

régresser après dix jours post-partum. Cette régression est complétée après 40 jours post-partum. 

À ce stade, la glande retourne à l’état de repos décrit pour le proestrus. Après le sevrage, environ 

107 jours après le pic de LH, les niveaux de prolactine ont diminué et la progestérone augmente, 

ce qui cause la régression30. 

1.4 Vaisseaux sanguins et lymphatiques 

1.4.1 Artères 

Les glandes mammaires sont alimentées de sang par plusieurs grandes artères (Figure 

4)6. Le réseau artériel des glandes mammaires commence par l’alimentation des glandes 

thoraciques crâniales et caudales par des branches des artères latérales thoraciques et 

intercostales ainsi que l'artère épigastrique superficielle crâniale6, 32-34. Les glandes abdominales 

crâniales sont alimentées par l'artère épigastrique superficielle crâniale ainsi que l’anastomose 

de celle-ci avec l'artère épigastrique superficielle caudale. Quant aux glandes abdominales 

caudales, elles sont alimentées par des branches cutanées des artères phrénico-abdominales et 

des branches des artères honteuses externes6. Les glandes abdominales caudales et glandes 

inguinales sont aussi alimentées par l’artère superficielle caudale et des branches de l’artère 

honteuse externe. De plus, les glandes inguinales sont alimentées par des branches cutanées des 

artères iliaques circonflexes profondes6, 32. 
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Figure 4. Schéma du réseau artériel des glandes mammaires 

Un diagramme de l'apport artériel aux glandes mammaires de la chienne. Modifié de 6. 

1.4.2 Veines  

Le réseau veineux qui draine les glandes mammaires est parallèle à celui du réseau 

artériel qui les alimente (Figure 4)6. Ce sont les branches des veines thoraciques internes, les 
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veines intercostales et les veines épigastriques superficielles crâniales qui drainent les glandes 

thoraciques. La veine épigastrique superficielle caudale draine les glandes abdominales et 

inguinales. Contrairement aux artères alimentant les glandes mammaires, les veines qui les 

drainent traversent la ligne médiane et forment des anastomoses crâniocaudales, facilitant ainsi 

le drainage des glandes6, 32-34. 

1.4.3 Drainage lymphatique  

 Le réseau lymphatique qui draine les glandes mammaires est composé de nœuds 

lymphatiques axillaires et inguinaux superficiels (Figure 5)6. Les glandes thoraciques et 

abdominales crâniales sont drainées au nœud lymphatique axillaire. Les glandes abdominales 

caudales et inguinales sont drainées au nœud lymphatique inguinal superficiel6, 35-37.  
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Figure 5. Schéma du drainage lymphatique des glandes mammaires  

Un diagramme du drainage lymphatique des glandes mammaires du chien. Le nœud lymphatique axillaire draine 

les paires de glandes thoracique et abdominale. Le nœud lymphatique inguinal superficiel draine les paires de 

glandes abdominale et inguinale. Peu d’anastomoses sont présentes entre les paires de glandes abdominales. T = 

thoracique; A = abdominale et L = glande mammaire inguinale. Modifié de 6. 
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2 Tumeurs mammaires canines 

2.1 Généralités 

2.1.1 Hyperplasie et dysplasie  

Le développement de néoplasmes mammaires est très commun chez les chiennes intactes 

et provient de changements précurseurs tels que les changements hyperplasiques et 

dysplasiques38. L’hyperplasie est une augmentation du nombre de cellules dans un tissu due à 

l’augmentation de la prolifération des cellules dans celui-ci39. La dysplasie est caractérisée par 

une désorganisation des cellules principalement dans l’épithélium, un changement menant aussi 

au développement de néoplasmes. La morphologie des cellules dysplasiques est caractérisée par 

une perte de polarité, un pléomorphisme cellulaire et nucléaire, une taille élargie, une 

hyperchromasie, et de nombreuses mitoses à des endroits inhabituels39.  

2.1.2 Tumeurs bénignes 

La moitié des tumeurs mammaires chez le chien sont des tumeurs bénignes. Les tumeurs 

bénignes sont bien délimitées, parfois même encapsulées. Elles n’envahissent pas le tissu 

avoisinant, mais plutôt le compriment. De plus, ces tumeurs sont bien différenciées. Elles 

ressemblent au tissu d’origine et prolifèrent lentement39. Ces tumeurs peuvent être classifiées 

en sept sous-classes40. Ces dernières comprennent l’adénome papillaire intraductal (papillome 

canalaire), les tumeurs mixtes bénignes, le fibroadénome, l’adénome, l’adénome complexe 

(adénomyoépithéliome), le myoépithéliome et l’adénome canalaire40.  

2.1.3 Tumeurs malignes 

L’autre moitié des tumeurs mammaires sont malignes et caractérisées par leur capacité 

à envahir le tissu adjacent et de s’y établir. De plus, ces tumeurs prolifèrent de façon variable et 

ont une perte quasi totale de différenciation, ce qui rend leur origine difficile à identifier39. La 

grande majorité (>95%) sont des carcinomes qui proviennent de l’épithélium glandulaire. Les 

tumeurs malignes épithéliales comprennent le carcinome in situ, le carcinome mucineux, le 

carcinome adénosquameux, le carcinome simple, ainsi que plusieurs autres variétés de 
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carcinomes. Moins de 5% des tumeurs malignes sont des tumeurs mésenchymateuses dans 

lesquelles on retrouve le chondrosarcome, les carcinosarcomes, qui sont un mélange de cellules 

épithéliales et mésenchymateuses malignes, le fibrosarcome, l’hémangiosarcome, ainsi que 

l’ostéosarcome qui est le type de sarcome le plus répandu. Les études révèlent que les glandes 

abdominales caudales et inguinales sont les plus affectées et la moitié des chiennes ont plus 

d’une tumeur au moment du diagnostic41. 

2.2 Incidence 

L’incidence peut varier selon l’origine et la population source des chiennes atteintes. Par 

exemple, l’incidence aux États-Unis est plus basse que dans d’autres pays ne pratiquant pas 

couramment l’ovariohystérectomie à un jeune âge42. Des sondages provenant des comtés 

d'Alameda et de Contra Costa aux États-Unis ont rapporté un taux d'incidence annuel estimé à 

257,7 tumeurs mammaires malignes par 100 000 chiennes intactes43. Une étude suédoise plus 

récente basée sur 80 000 femelles assurées, dont la plupart étaient sexuellement intactes, a 

déclaré un taux de 111 tumeurs mammaires (bénignes et malignes) par 10 000 chiens à risque 

de développer des tumeurs mammaires44. Une autre grande étude de sujets assurés au Royaume-

Uni a rapporté un taux d'incidence annuel de 205 tumeurs mammaires par 100 000 chiens. Cette 

étude comprenait toutes les tumeurs mammaires indépendamment de l’histologie.45 Certaines 

régions européennes, dont le Danemark, la Norvège et l’Italie, gardent de très bons suivis de 

l’incidence des tumeurs mammaires canines en enregistrant le site, la race et l’âge des chiens, 

ce qui fournit un aperçu du risque de tumeurs mammaires dans ces pays où 

l’ovariohystérectomie n’est pas commune46-47.  

2.3 Facteurs de risque 

2.3.1 Hormones stéroïdiennes 

Plusieurs facteurs peuvent augmenter le risque de développer des tumeurs de la glande 

mammaire chez la chienne (Figure 6)48. Le facteur le plus important est la présence d’hormones 

stéroïdiennes telles que l’œstrogène et la progestérone, car comme mentionné ci-haut, celles-ci 

sont primordiales dans le développement lobulo-alvéolaire et canalaire de la glande 

mammaire49. Chez la chienne intacte, chaque cycle œstral crée une hausse de ces hormones qui, 
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à leur tour, entraînent une prolifération lobulo-alvéolaire et canalaire, propulsant ainsi les 

cellules basales de réserve dans le cycle cellulaire49-54. Pendant la longue phase lutéale du cycle 

œstral canin, la glande mammaire est exposée à une forte concentration de progestérone qui 

engendre l’hyperplasie des cellules sécrétoires et myoépithéliales49, 55. Les mécanismes 

possibles impliqués dans les tumeurs mammaires canines induites par la progestérone 

comprennent une régulation à la hausse de la production d'hormones de croissance (GH) dans 

la glande mammaire56-57. On spécule que la GH stimule la prolifération des cellules souches 

mammaires comme première étape dans le processus de carcinogenèse mammaire56, 58. Par 

ailleurs, la stérilisation avant la première chaleur diminue les taux d’œstrogène et de 

progestérone, ce qui, par conséquent, diminue les risques d’hyperplasie due aux augmentations 

d’hormones durant le cycle œstral, et, par le fait même, diminue la chance de développer des 

néoplasmes pouvant conduire à la formation de tumeurs mammaires58.  

 

Figure 6. Facteurs de risque  

Plusieurs facteurs de risque sont importants dans le développement de tumeurs mammaires canines tels que la race, 

l’âge, la diète et les hormones. Le plus important de ces facteurs est le niveau d’œstrogène et de progestérone. Ces 

hormones agissent sur le développement lobulo-alvéolaire et canalaire de la glande mammaire. La stérilisation 

avant la première chaleur diminue les taux hormonaux et l’incidence des tumeurs mammaires canines. Inspirée de 
48. 
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2.3.2 Autres 

D’autres facteurs tels que la race, l’âge et la diète peuvent faire varier le risque de 

développer des tumeurs mammaires (Figure 6)48-51, 58-61. En effet, certaines races telles que le 

caniche, le springer anglais, l’épagneul breton et le setter anglais sont plus à risque61-62. En 

moyenne, les chiennes qui développent des tumeurs mammaires ont entre 8 et 10 ans50, 61, 63. 

D’autre part, l’obésité chez la chienne avant l’âge d’un an peut augmenter les niveaux 

d’œstrogène locaux et circulant librement, ce qui peut par le fait même augmenter le risque de 

développer des tumeurs mammaires59, 64-65. Chez la femme, l’obésité augmente la circulation 

des œstrogènes libres et la production locale d'œstrogènes par le biais de l’aromatase. En outre, 

la leptine produite par les adipocytes peut promouvoir la prolifération des cellules cancéreuses 

du sein66-67. Il est possible que l'obésité chez les chiens ait un effet similaire. Par ailleurs, les 

adipocytes favorisent la malignité du cancer du sein exprimant potentiellement le MCT2 via le 

β-hydroxybutyrate en induisant la régulation positive épigénétique des gènes favorisant les 

tumeurs68.  

  

2.4 Étiologie 

Plusieurs processus moléculaires sont déjà identifiés comme facteurs étiologiques des tumeurs 

mammaires canines. Quelques-uns d’entre ceux-ci sont détaillés dans le Tableau 1 ci-dessous4, 

69. La compréhension de l’étiologie moléculaire des tumeurs mammaires canines est essentielle 

au développement de nouveaux traitements.  
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Tableau 1 : Étiologie moléculaire des tumeurs mammaires canines. 

Inspiré de 69. 

Groupement Facteur  Rôle Étiologie  Étude 

Hormone de 

croissance et 

récepteur 

d’hormone de 

croissance 

Hormone de 

croissance (GH) 

et récepteur 

d’hormone de 

croissance (GHR) 

Augmente la 

prolifération cellulaire 

Le potentiel prolifératif et anti-

apoptotique élevé des cellules 

cancéreuses mammaires 

canines est lié à l'augmentation 

de la régulation de GHR 

70-71 

Télomérase Télomérase et 

télomérase 

transcriptase 

inverse (TERT) 

Maintient les télomères 

pour protéger la fin du 

chromosome des 

dommages causés par 

l'ADN ou de la fusion 

avec les chromosomes 

voisins 

L'épissage alternatif et la 

surexpression permettent de 

surmonter la sénescence 

réplicative des tissus normaux 

après un nombre défini de 

divisions cellulaires 

72-73 

 

Marqueurs de 

prolifération 

Régions 

organisatrices des 

nucléolins 

argyrophiles 

(AgNOR) 

Contrôle de la 

prolifération cellulaire 

Des quantités élevées sont en 

corrélation avec 

l'augmentation du taux de 

division cellulaire 

74 

Ki-67  Contrôle de la 

prolifération cellulaire 

Des quantités élevées sont en 

corrélation avec un indice 

prolifératif accru 

75 

Antigène 

nucléaire 

cellulaire 

proliférant 

(PCNA) 

Contrôle de la 

prolifération cellulaire 

Des quantités élevées sont en 

corrélation avec un indice 

mitotique augmenté 

76 

Défauts des 

gènes 

suppresseurs de 

tumeurs 

TP53 et p53 Voies de reconnaissance 

et de réparation des 

dommages à l'ADN 

Les mutations de TP53 et la 

surexpression de p53 

conduisent à une division 

cellulaire incontrôlée 

77-78 

 

Protéine 

homologue de 

phosphatase et 

tensine (PTEN)  

Voies de reconnaissance 

et de réparation des 

dommages à l'ADN 

La mutation du gène PTEN 

conduit à une prolifération 

cellulaire accrue et à une mort 

cellulaire réduite 

79 

Évasion de 

l'apoptose 

Actif BCR-lié 

(ABR), Domaine 

TM2 contenant 1 

(TMD1), Calpain 

Gènes anti-apoptotiques : 

- ABR inhibe la 

réparation de l'ADN 

L'expression élevée d'ABR, 

TMD1, CAPN9 et GRM4 

conduit à une résistance à 

l'apoptose 

71 



 

20 

9 (CAPN9) et 

Récepteur de 

glutamate 

métabotrope 4 

(GRM4) 

- TMD1 code le domaine 

TM, une partie des 

cassettes de liaison ATP 

- CAPN9 est une enzyme 

liée au calcium 

- GRM4 est lié à 

l'inhibition de la cascade 

d'AMP cyclique 

Protéine Bcl-2–

associated X 

(Bax), caspases 8 

et 3 

- Bax est un membre 

proapoptotique de la 

famille Bcl-2 

- Caspase 8 est une 

caspase initiatrice qui 

relie le récepteur de la 

mort et les voies 

mitochondriales de 

l'apoptose 

- Caspase 3 est une 

caspase effectrice qui 

clive et active la 

procaspase 8, amplifiant 

et accélérant ainsi le 

processus apoptotique 

L'expression diminuée des 

protéines pro-apoptotiques 

Bax, les caspases 8 et 3 

conduit à l'évasion de 

l'apoptose 

80 

Lymphome à 

cellules B 2 (Bcl-

2) et Lymphome à 

cellules B – extra 

large (Bcl-xL) 

Protéines 

antiapoptotiques 

proéminentes qui 

inhibent la libération de 

molécules 

proapoptotiques des 

mitochondries 

L'augmentation de l'expression 

des protéines antiapoptotiques 

Bcl-2 et Bcl-xL conduit à 

l'évasion de l'apoptose 

80 

Hsp70 et Hsp90 Les protéines de choc 

thermique, qui 

fonctionnent comme des 

chaperons moléculaires, 

sont connues pour 

inhiber l'apoptose 

L'expression améliorée de 

HSP-70 et -90 peut faciliter 

l'évasion de l'apoptose 

80 

Survivin (ou 

BIRC5) 

Inhibent l'activation des 

caspases, entraînant ainsi 

une régulation négative 

de l'apoptose ou de la 

mort cellulaire 

programmée 

Absent dans les glandes 

mammaires canines normales, 

mais exprimé par la plupart 

des tumeurs malignes 

81 
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Défauts dans les 

systèmes de 

réparation 

d'ADN 

Gènes de 

susceptibilité au 

cancer du sein 2 

(BRCA-2) 

Recombinaison 

homologue et réparation 

de ruptures d'ADN 

double brin 

Deux mutations missense 

situées à la BRC répétition 3, 

une séquence d'acides aminés 

importante pour l'interaction 

BRCA2 / RAD51, suggère que 

le recrutement réduit ultérieur 

de RAD51 nuit à la réparation 

de l'ADN et favorise le 

développement de la tumeur 

82 

Protéine 1 de 

liaison à la 

topoisomérase 

d'ADN (TOPBP1) 

Protéines nucléaires 

impliquées dans 

l'initiation des processus 

de réparation de l'ADN 

L'expression de TOPBP1 est 

augmentée et sa localisation 

change d'origine nucléaire 

dans les glandes mammaires 

canines normales et les 

tumeurs bénignes à une origine 

à la fois nucléaire et 

cytoplasmique dans les 

tumeurs malignes, ce qui 

semble conduire à une 

carcinogenèse due à des 

défauts de réparation de l'ADN 

83 

2.5 Traitements 

2.5.1 Chirurgie 

Le traitement standard utilisé pour les tumeurs mammaires canines est la résection 

chirurgicale, sauf dans le cas de tumeurs hautement métastatiques ou de carcinomes 

inflammatoires. La résection permet une analyse histologique de la ou les tumeurs en question, 

permettant un diagnostic plus spécifique, ce qui peut aider à déterminer la probabilité du 

développement métastatique84-85. L’étendue de la chirurgie dépend de plusieurs facteurs tels que 

le drainage lymphatique, l’emplacement et la taille de la lésion ainsi que la condition clinique 

du patient. La chirurgie peut aller d’une simple nodulectomie, dans le cas de petites tumeurs, 

jusqu’à une mastectomie radicale dans le cas de lésions multiples42, 86. La résection des nœuds 

lymphatiques peut aussi avoir lieu lorsque ceux-ci sont affectés 42, 87. Dans les cas où les tumeurs 

se sont répandues ou sont inopérables, d’autres options thérapeutiques doivent être envisagées.  
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2.5.2 Chimiothérapie 

Comme pour le cancer du sein chez l’humain, la chimiothérapie peut servir de traitement 

contre les tumeurs mammaires canines dans les cas hautement métastatiques ou en tant que soins 

palliatifs. Les agents chimiothérapeutiques conventionnels utilisés en oncologie vétérinaire 

comprennent le 5-fluorouacile, la doxorubicine, le tamoxifène, le cyclophosphamide et la 

gemcitabine. Le Tableau 2 dresse une liste détaillant les agents chimiothérapeutiques testés pour 

le traitement des tumeurs mammaires canines, et comprend les résultats ainsi que les limites de 

ces études48. Bien que ces agents chimiothérapeutiques soient utilisés chez la chienne, peu 

d’information est disponible quant aux dosages et combinaisons nécessaires pour une efficacité 

maximale contre les tumeurs mammaires canines85. De plus, la plupart des résultats de ces 

études prospectives sur ces agents chimiothérapeutiques démontrent qu’ils présentent des 

toxicités très élevées. Cette toxicité est causée par la non-spécificité des agents qui ciblent non 

seulement les cellules tumorales, mais aussi les autres cellules du patient ayant un indice 

mitotique élevé88. 

Tableau 2. Agents chimiothérapeutiques pour les chiens atteints de tumeurs 

mammaires 

Modifié de 48. 

Agents 

chimiothérapeutiques 

Dose Nombre de 

patients 

Résultats Effets secondaires 

et toxicité 

Étude 

5-fluorouacile et 

cyclophosphamide 

150 mg/m2 

100 mg/m2 

16 (8 

chirurgies 

seulement, 8 

chirurgies 

avec 

chimiothérap

ie) 

- Différence 

significative dans le 

temps médian de 

survie : - Groupe 

avec chirurgie 

seulement: 6 mois - 

Groupe chirurgical 

et chimiothérapie: 

24 mois 

Neutropénie légère, 

mais dans les 

limites normales  

89 

Paclitaxel 165 mg/m2 25 - 20% : réponse 

partielle 

- 64% : réaction 

allergique malgré 

l’administration 

90 
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- 20% : stabilité de 

la maladie 

d’antihistaminiques 

et de 

corticostéroïdes 

- 24% : 

neutropénie de 

grade 2 ou 3  

- 24%: 

hospitalisation 

requise 

- 12%: morts de 

sepsis 

Doxorubicine ou 

docétaxel 

30 mg/m2  

30 mg/m2 

31 (19 

chirurgies 

seulement, 

12 chirurgies 

avec 

chimiothérap

ie) 

Aucune différence 

significative dans 

l'intervalle sans 

récidive, le temps de 

métastase et le 

temps de survie 

global 

Réactions cutanées 

allergiques légères 

avec traitement au 

docétaxel 

91 

Gemcitabine 800 mg/m2 19 (9 

chirurgies 

seulement, 

10 chirurgies 

avec 

chimiothérap

ie) 

Aucune différence 

significative dans le 

temps pour la 

récurrence locale, le 

temps pour les 

métastases à 

distance et le temps 

de survie global 

Neutropénie légère 92 

Mitoxantrone et 

vincristine et 

cyclophosphamide 

5,5 mg/m2 

0,75 mg/m2 

200 mg/m2 

30 avec 

carcinome 

inflammatoir

e (23 avec 

traitement 

palliatif 

seulement, 7 

Le temps de survie 

du groupe de 

chimiothérapie a 

doublé, mais aucune 

rémission complète 

57%: toxicité 

gastro-intestinale 

93 
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avec 

chimiothérap

ie) 

A) Doxorubicine et 

cyclophosphamide 

B) Doxorubicine et 

cyclophosphamide et 

5-fluorouracil 

30 mg/m2 

200 mg/m2 

30 mg/m2 

200 mg/m2 

150 mg/m2 

12 (2 avec le 

protocole A 

de 

chimiothérap

ie, 1 

protocole B 

de 

chimiothérap

ie, 7 avec 

piroxicam) 

Une augmentation 

significative du taux 

de survie du groupe 

traité au piroxicam 

par rapport au 

groupe de 

chimiothérapie 

Problème de 

saignement 

94 

Gemcitabine et 

Carboplatin 

2 mg/kg    

10 mg/kg 

37 avec 

différents 

types de 

carcinomes 

(2 avec des 

tumeurs 

mammaires 

canines) 

- Taux de réponse 

tumorale globale de 

13% 

- 1 rémission 

complète 

- 2 rémissions 

partielles 

- 12 maladies 

stables pour une 

médiane de 72 jours 

- 32%: neutropénie 

- 24%: 

thrombocytopénie 

- 73%: toxicité 

gastro-intestinale 

95 
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3 La voie Hippo 

3.1 Voie canonique 

3.1.1 Signaux en amont 

La voie Hippo est d’abord activée par divers stimuli extracellulaires tels que la forme et la 

polarité cellulaire ou le contact cellulaire, qui vient ensuite activer des signaux en amont (Figure 

7)96-99. Plus de 20 signaux différents en amont ont été identifiés comme étant des activateurs de 

la voie Hippo, et ce, à divers niveaux de la voie100-106. De ces signaux en amont, on retrouve 

FAT4100, 104-105, 107, Scribble108-112, « Crumbs homolog complex » (CRB)113-116 (Figure 7). Par 

ailleurs, tous ces signaux en amont interagissent entre eux. Par exemple, CRB interagit avec 

l’actine du cytosquelette pour induire en état rigide ou souple de cette dernière, afin 

d’ultimement activer la voie Hippo113-116.  
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Figure 7. La voie de signalisation Hippo  

L’activation de la voie est entamée par des stimuli extracellulaires qui activent les signaux en amont (en mauve). 

Les signaux en amont activent ensuite la cascade de kinases (en rouge), qui va par la suite phosphoryler YAP et 

TAZ (en bleu). Cette phosphorylation séquestre YAP et TAZ dans le cytoplasme et promeut leur liaison à la 

protéine 14-3-3 ou leur dégradation par le système ubiquitine-protéasome. Par ailleurs, la désactivation de la voie 

permet à YAP et TAZ (en bleu) de transloquer vers le noyau et de se lier avec les facteurs de transcription (en vert). 

Cette liaison entame l’expression de gènes cibles de la voie Hippo 
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3.1.2 Cascade de kinases 

Ces divers signaux vont ensuite activer la cascade de kinases de la voie Hippo canonique 

en commençant par les kinases sérine/thréonine « mammalian STE20 like protein kinase 1 and 

2 » (MST1/2)96, 117-128. Celles-ci vont par la suite phosphoryler la kinase et protéine 

d’échafaudage « Salvador homolog 1 » (SAV) et former un complexe avec cette dernière96, 122, 

129-130. Le complexe MST1/2-SAV va ensuite phosphoryler les kinases sérine/thréonine « large 

tumour suppressor homolog 1 and 2 » (LATS1/2)117-121, 123, 125-128 et la kinase et protéine 

d’échafaudage « MOB kinase activator 1A and B » (MOB1)131, ce qui va permettre à ces kinases 

de former un complexe (Figure 7).  

3.1.3 Co-activateurs transcriptionnels 

Ce complexe de kinases mentionné ci-haut va à son tour phosphoryler les co-activateurs 

transcriptionnels « Yes-Associated Protein » (YAP) et « Transcriptional co-activator with PDZ-

binding motif » (TAZ) sur cinq résidus sérine/thréonine pour YAP et quatre pour TAZ96, 122, 124, 

132-133. De ces phosphorylations, il y a deux emplacements de résidus phosphorylés majeurs pour 

chaque co-transcripteur, notamment S127 (séquestration cytoplasmique) et S381 (dégradation) 

pour YAP et S89 (séquestration cytoplasmique) et S311 (dégradation) pour TAZ133-135. La 

phosphorylation de YAP et TAZ va entamer la translocation de ces composants hors du noyau 

et/ou empêcher leur translocation vers le noyau (Figure 7). 

3.1.4 Rétention cytoplasmique 

Une fois dans le cytoplasme sous leur forme phosphorylée, deux cheminements sont possibles 

pour YAP et TAZ. L’un des cheminements est la séquestration dans le cytoplasme de YAP et 

TAZ, liés à un complexe avec la protéine 14-3-3 (suite à une phosphorylation au résidu S127 

pour YAP ou S89 pour TAZ)134, 136-138, ou la « protein tyrosine phosphatase non-receptor type 

14 » (PTPN14)139-143. L’autre cheminement possible est la dégradation de YAP et TAZ par la 

machinerie cellulaire protéasomale. Cette dégradation est possible à la suite de la 

phosphorylation sur le résidu S381 pour YAP et S311 pour TAZ, qui favorise une 

phosphorylation additionnelle par CK1 et une polyubiquitination. Par la suite, un « 
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phosphodegron » est généré, formant ainsi un complexe avec « β-transducin repeat-containing 

E3 ubiquitin protein ligase » (β-TRCP) de la voie des Wnts (Figure 7)96, 122, 135, 137-138, 144-148.  

3.1.5 Translocation au noyau 

Dans certains contextes physiologiques tels que la perte de contact cellulaire, ou pathologiques 

tels que la tumorigenèse, la cascade principale de kinases est soit inactivée ou rendue inefficace, 

conduisant à l'accumulation de YAP et TAZ dans le cytoplasme96, 122. Ces derniers sont alors 

libres de transloquer vers le noyau et d’interagir avec les facteurs de transcription, notamment 

ceux de la famille « TEA domain-containing sequence-specific transcription factors » 

(TEAD)149-153. Par conséquent, la liaison entre YAP/TAZ-TEAD entraîne l'activation 

transcriptionnelle d'une série de gènes cibles tels que CTGF, CYR61, ANKRD1, BIRC5, AXL, 

InhA et Col8a1 (Figure 7)109, 154-156.  

3.2 La voie Hippo dans le développement normal de la glande 

mammaire 

Originalement découverte chez la drosophile, la voie Hippo est une voie de signalisation 

évolutivement conservée qui est impliquée dans la régulation de processus aussi divers que la 

croissance des tissus et des organes, la détermination du destin cellulaire, la différenciation, la 

prolifération et l'apoptose dans une variété de types de cellules, dont les cellules de la glande 

mammaire91, 97, 157-158. La voie Hippo régularise le développement de la glande mammaire durant 

plusieurs étapes du développement. Les composantes clés dans ce développement sont SAV1, 

LATS1, YAP et TAZ159-161. 

3.2.1 SAV1 

La kinase SAV1 régule négativement l’effecteur YAP lorsque la voie Hippo est activée 

et que la kinase est phosphorylée. Dans les souris, qui ont une délétion de Sav1 spécifique aux 

glandes mammaires (en croisant les allèles floxés de Sav1 avec la recombinase Cre-MMTV), le 

développement mammaire n’est pas affecté, sauf durant la période de gestation159. Lors de la 

gestation, les cellules épithéliales des alvéoles mammaires de ces souris ne se différencient pas 

convenablement, ce qui diminue la quantité de gouttelettes lipidiques dans les alvéoles159. 
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3.2.2 LATS1  

D’autre part, la kinase LATS1 joue un rôle important dans le développement de la glande 

mammaire. Les souris femelles ayant une mutation nulle du Lats1, en insérant une cassette 

résistante à la néomycine (Lats1−/−), possèdent une lacune de réserves de graisse au niveau de 

l’épithélium de la glande mammaire161. 

De plus, ces souris femelles ayant une déficience de Lats1 ont un tissu épithélial réduit 

au niveau de la glande mammaire et du mamelon161. Ces déficiences de l’épithélium des glandes 

peuvent être dues à la réduction d’hormone lutéinisante et de la prolactine, qui jouent un rôle 

important dans le développement de la glande mammaire et qui sont affectées par la kinase 

LATS1161. 

3.2.3 YAP 

En outre, le co-activateur transcriptionnel YAP joue aussi un rôle important durant la 

gestation au niveau de l’épithélium de la glande mammaire. YAP favorise la survie des cellules 

épithéliales de la glande mammaire. Chez les souris ayant une délétion de Yap spécifique aux 

glandes mammaires (en croisant les allèles floxés de Sav1 avec la recombinase Cre-MMTV), 

une augmentation de l’apoptose survient dans leurs glandes lors de la gestation159. De plus, les 

alvéoles mammaires et leurs structures associées sont réduites durant la gestation159.  

3.2.4 TAZ 

Le co-activateur transcriptionnel TAZ joue aussi un rôle important dans le 

développement des glandes mammaires. Chez les souris mutantes Taz (Wwtr1lacZ / lacZ), 

auxquelles l'exon 2 de Taz/Wwtr1 a été remplacé par une cassette rapporteur lacZ-stop, les 

canaux des glandes mammaires sont réduits en nombre et en complexité à la puberté160. Les 

déficiences des canaux chez ces souris sont causées par une réduction des cellules basales et une 

induction de la différenciation luminale160. 
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3.3 Rôle dans la tumorigenèse mammaire 

3.3.1 Cancer du sein 

Le dérèglement de la voie Hippo est également impliqué dans plusieurs maladies ainsi 

que plusieurs formes de cancers, telles que le cancer des ovaires, du poumon, de la peau, du 

foie, du pancréas, du côlon et du sein138, 157, 162-166. La voie Hippo est par conséquent un moteur 

important de l'initiation et de la progression tumorale91, 138, 157, 162-168. De plus, des niveaux 

nucléaires élevés des principaux effecteurs de la voie, YAP et TAZ, semblent étroitement liés 

au développement du cancer du sein, mais également à la formation de métastases, à la 

résistance chimiothérapeutique et au pronostic91, 138, 157, 162-168. 

3.3.1.1 YAP et TAZ  

Les principaux effecteurs de la voie, YAP et TAZ, jouent un rôle clé dans le 

développement de la tumorigenèse du cancer du sein169. La surexpression de TAZ est présente 

dans environ 85% des cancers du sein de haut grade109. L’induction d’une surexpression de TAZ 

dans des cellules de cancer du sein différenciées, non tumorales, ayant une faible expression de 

TAZ, induit une transformation cellulaire et confère une activité tumorigène et migratoire. À 

l'inverse, la perte de TAZ dans les cellules souches de cancer du sein entrave gravement la 

colonisation métastatique et la chimiorésistance.149 YAP possède aussi un rôle important dans 

l’initiation de la transformation cancéreuse mammaire163. Grâce à son domaine d'interaction 

avec TEAD, YAP favorise de multiples processus connus pour être importants pour la 

progression tumorale et la formation de métastases, y compris la prolifération, la transition 

épithélio-mésenchymateuse, la migration et l'invasion cellulaire. De plus, le potentiel 

métastatique du cancer du sein est fortement corrélé à l'augmentation de l'activité 

transcriptionnelle de TEAD170. En surcroît, la surexpression de YAP et de TAZ joue un rôle 

promoteur dans le maintien d’une colonie de cellules cancéreuses, car YAP et TAZ suppriment 

l’apoptose104, 129-130, 137, incitaient l’autorenouvellement, la prolifération153, 163, 171-172 et même la 

transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) dans ces cellules109, 169, 171. Le phénomène TEM 

est aussi associé à la chimiorésistance dans ce type de cancer173-174. La chimiorésistance dans le 

cancer du sein est aussi associée au développement de caractéristiques de cellules souches 

cancéreuses engendrées par la surexpression de TAZ et de YAP163, 173-177. 
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3.3.1.2 Mécanismes de tumorigenèse 

Par ailleurs, des niveaux élevés de YAP et/ou TAZ en raison d’une surexpression de 

ceux-ci ou d’une perte d’activation de la voie Hippo, engendrent l’augmentation de la 

prolifération des cellules cancéreuses mammaires137, 178-180. Comme mentionné ci-haut, cette 

prolifération cellulaire semble être un résultat de l’interaction entre YAP/TAZ et les facteurs de 

transcription TEAD153, 172, 181, puisque cette interaction mène à l’expression de gènes cibles 

importants pour la prolifération cellulaire tels que AREG, AXL, FOXM1 et CyclinD1182-184. 

D’autre part, la survie cellulaire des cellules cancéreuses est modulée par YAP et TAZ, qui 

empêche la mort cellulaire normalement entamée par la perte de contact avec le substrat 

cellulaire en inhibant l’anoikis des cellules détachées185, ou par les ligands de la famille du 

« tumor necrosis factor » (TNF): TNF et Fas137. De plus, certains gènes cibles de YAP/TAZ-

TEAD, tels que « connective tissue growth factor » (CTGF) et « cysteine-rich angiogenic 

inducer 61 » (CYR61), confèrent aussi aux cellules cancéreuses mammaires une résistance à 

l’agent chimiothérapeutique Paclitaxel177. Les gènes CTGF et Cyr61 font partie de la famille 

des facteurs de tissus conjonctifs CCN (Cyr61, CTGF, Nov) et réglementent la prolifération 

cellulaire, l’apoptose, la migration et l’adhésion cellulaire, ainsi que l’angiogenèse en 

fonctionnant comme ligands d’intégrines186. Ces gènes ont déjà été identifiés comme des 

oncogènes qui sont activés dans les cancers du sein et qui provoquent une résistance à l'apoptose 

induite par Paclitaxel ou une hypoxie lorsqu'ils sont surexprimés dans les cellules épithéliales 

mammaires177, 187-188. 

3.3.2 Chez le chien et le chat 

Une étude récente montre que les effecteurs YAP et TAZ de la voie Hippo jouent un rôle 

important dans les tumeurs mammaires canines et félines189. Cette étude montre qu’il y a une 

expression élevée de YAP et TAZ dans les carcinomes mammaires félins et canins par rapport 

aux tissus mammaires normaux chez ces espèces189. De plus, YAP et TAZ sont exprimés plus 

fortement au niveau nucléaire dans les tumeurs de grade III que dans celles de grade I189. Ces 

résultats démontrent que YAP et TAZ sont plus présents dans les tumeurs mammaires plus 

avancées et agressives, et qu’ils jouent possiblement un rôle important dans l’évolution tumorale 

chez le chien et le chat189. 
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3.3.3 Molécules modulatrices  

Avec l’émergence du rôle de la voie Hippo dans le cancer mammaire, plusieurs équipes 

ont cherché à identifier des molécules modulatrices afin d’utiliser cette voie comme cible 

thérapeutique. Plusieurs difficultés surviennent avec le ciblage thérapeutique de la voie Hippo 

étant donné qu’elle est bénéfique lorsqu’elle est activée. Le ciblage pharmacologique favorise 

normalement la désactivation des voies ciblées, donc c’est pour cela que la voie Hippo est dite 

être une voie intraitable. Par contre, l’interaction entre YAP/TAZ-TEAD1-4 est une cible 

thérapeutique prometteuse, puisque la perturbation de celle-ci pourrait non seulement entraîner 

une diminution des niveaux nucléaires de YAP et TAZ, mais aussi une diminution de la 

transcription des gènes cibles tels que CYR61190, AXL183, CTGF191 et EGFR184, 192. Cela pourrait 

ultimement diminuer la croissance tumorale et même renverser les caractéristiques de 

chimiorésistance des cellules cancéreuses. La découverte de l'implication de la voie Hippo dans 

le développement du cancer a suscité un effort massif pour identifier de nouvelles molécules qui 

ciblent les principaux composants de cette voie, en particulier la liaison entre YAP/TAZ et 

TEAD1-497. D’autre part, une autre étude récente comprenant 3300 médicaments approuvés par 

la « US Food and Drug Administration » (FDA) a identifié environ 71 médicaments potentiels, 

incluant la verteporfin (Visudyne®, Novartis AG)38, 193.  

4 Ciblage thérapeutique 

4.1 La verteporfin  

4.1.1 Propriétés photodynamiques  

La verteporfin est une molécule dérivée de la benzoporphyrine de la famille des porphyrines. 

Celle-ci est utilisée en clinique chez l’humain comme photosensibilisant dans la thérapie 

photodynamique de la dégénérescence maculaire néovasculaire193. La thérapie photodynamique 

consiste en l’administration d’un agent activé par la lumière tel que la verteporfin qui va 

s’accumuler au site de traitement dans le tissu pathologique. Lorsqu’une lumière avec une 

longueur d’ondes particulière sera appliquée, la molécule photodynamique induit une réaction 

photochimique, générant ainsi des dérivés réactifs de l’oxygène et d’autres radicaux libres194. 
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Ces radicaux libres endommagent les cellules et entraînent la mort cellulaire par apoptose. Les 

propriétés photodynamiques sont investiguées en recherche dans le traitement de certains 

cancers tels que le cancer du pancréas et du sein195-196. La nécrose tumorale induite par la 

thérapie photodynamique avec la verteporfin dans le cancer pancréatique localement avancé est 

réalisable et sécuritaire. La verteporfin peut être administrée plus rapidement par l’application 

de faisceaux lumineux, et avec moins de photosensibilité qu'avec des composés plus anciens196. 

De plus, la thérapie photodynamique avec la verteporfin visant la protéine du facteur VII 

conjugué (fVII) est efficace et sélective pour le traitement des cellules de cancer du sein 

positives pour le récepteur de fVII.195  

4.1.2 Propriétés non photodynamiques  

La verteporfin a aussi des propriétés non photodynamiques, dont celle d’intervenir dans 

les liaisons entre YAP et TEAD1-4. Des études récentes sur le cancer du foie et du pancréas ont 

montré que la verteporfin a un effet de suppression sur la croissance tumorale131, 169. En effet, la 

verteporfin interfère avec l'association de YAP avec les facteurs de transcription de la famille 

de TEAD, inhibant ainsi l'expression de gènes cibles tels que CTGF, CYR61, ANKRD1, BIRC5, 

AXL, InhA et Col8a1 impliqués dans la survie et la prolifération cellulaire des cellules 

cancéreuses38, 109, 154-156, 197.  

En effet, la verteporfin a une activité anticancéreuse dans des modèles de xénogreffe de 

plusieurs types de cancer. La verteporfin a été identifiée comme un inhibiteur d’autophagosome 

en favorisant l'oligomérisation de p62. De plus, la verteporfin s'avère être protéo-toxique de 

façon sélective pour les tumeurs (par oligomérisation de p62, STAT3) dans le cancer 

colorectal.198 Par ailleurs, la verteporfin produit des dérivés réactifs de l'oxygène (DRO) de 

manière indépendante de la lumière dans les cellules dérivées de xénogreffes des patients, et ce, 

dans la même mesure que la menadione, un producteur de DRO bien connu parmi diverses 

cellules199. En outre, les cellules T24 et RP-B-01 (des modèles de xénogreffe dérivés de patients 

ayant un carcinome des cellules urothéliales et des cellules humaines de carcinome des cellules 

urothéliales humaines) ont montré une diminution de l'expression dose-dépendante des gènes 

en aval YAP-TEAD tels que le CTGF et la Survivin200. Cela suggère qu'on pourrait trouver des 

utilisations thérapeutiques pour la verteporfin au-delà de son utilisation approuvée par la FDA 

comme agent photosensibilisant193, 201.  
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Le mécanisme d’action exact de la verteporfin comme agent thérapeutique n’est pas 

encore bien compris, mais d’après les études mentionnées précédemment, la verteporfin semble 

interagir avec les liaisons entre YAP/TAZ et TEAD 1-4 et les dissocient, entraînant soit une 

accumulation de ces composantes dans le noyau ou la translocation de ceux-ci vers le 

cytoplasme où YAP et TAZ pourraient être phosphorylés et séquestrés ou dégradés (Figure 8)38, 

197. Effectivement, la verteporfin inhibe la translocation nucléaire et l’expression protéinique de 

YAP en favorisant sa séquestration cytoplasmique par 14-3-3σ avec l’interférence de p53. La 

verteporfin augmente les niveaux de p53 qui sont nécessaires pour les effets de la verteporfin 

sur 14-3-3σ et la prolifération cellulaire.202 L’induction de 14-3-3σ est médiée par un élément 

sensible à la p53 situé à 1,8 kb en amont de son site de départ de la transcription. L'introduction 

exogène de 14-3-3σ dans les cellules cycliques entraîne un arrêt en phase G2.203 Ainsi, les effets 

de la verteporfin peuvent se manifester plus clairement dans les cellules avec le type sauvage 

p53202. 
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Figure 8. Effet de la verteporfin sur la voie Hippo 

La verteporfin vient inhiber la liaison entre YAP/TAZ et les facteurs de transcription de la famille TEAD 1-4. 

L’effet net est une inhibition de la transcription des gènes cibles de la voie Hippo.  
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Hypothèse et objectifs 

 

L’hypothèse est donc que le dérèglement de la voie Hippo contribue fréquemment au 

développement des tumeurs de la glande mammaire chez la chienne et que cette voie de 

signalisation représente une cible pharmacologique novatrice pour le traitement de la maladie.  

 

Objectifs : 

1. Déterminer l’occurrence du dérèglement de la voie Hippo dans les cultures cellulaires 

de tumeurs de la glande mammaire canine. 

2. Démontrer que les lignées cellulaires tumorales de la glande mammaire canine, qui ont 

un dérèglement de la voie Hippo, possèdent une sensibilité accrue à la verteporfin. 

3. Élucider les mécanismes d’action cellulaires de la verteporfin in vitro. 

4. Élucider les mécanismes d’action moléculaires de la verteporfin in vitro. 
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Abstract 

Canine mammary tumors (CMTs) are the most common neoplasms in intact female 

dogs. Some clinical and molecular similarities between certain CMT subtypes and breast cancer 

make them a potential model for the study of the human disease. As misregulated Hippo 

signaling is thought to play an important role in breast cancer development and also occurs in 

CMTs, we sought to determine if Hippo represents a valid pharmacological target for the 

treatment of CMTs. Six CMT cell lines were assessed for their expression of the Hippo pathway 

effectors YAP and TAZ and for their sensitivity to verteporfin, an inhibitor of YAP-mediated 

transcriptional coactivation. Four cell lines that expressed YAP (CMT-9, -12, -28, -47) were 

found to be very sensitive to verteporfin treatment, which killed the cells through induction of 

apoptosis with ED50 values of 14-79 nM. Conversely, two YAP-negative cell lines (CF-35, 

CMT-25) were an order of magnitude more resistant to verteporfin. Verteporfin suppressed the 

expression of YAP/TAZ target genes, particularly CYR61 and CTGF, which play important 

roles in breast cancer development. Verteporfin was also able to inhibit cell migration and 

anchorage-independent growth. Likewise, verteporfin efficiently suppressed tumor cell 

invasiveness in the CMT-28 and -47 lines, but not in CF-35 cells. Together, our findings provide 

proof of principle that pharmacological targeting of the Hippo pathway compromises the 

viability and attenuates the malignant behavior of CMT cells. These results will serve as the 

basis for the development of novel chemotherapeutic approaches for CMTs that could translate 

to human medicine. 

 

Keywords: Mammary gland tumors, dog, Hippo pathway, verteporfin, targeted chemotherapy. 
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Introduction 

Canine mammary gland tumors (CMTs) are the most common neoplasms in intact 

female dogs and represent about half of all tumors in this species [1]. Fifty to 70% of dogs 

diagnosed with CMTs have multiple mammary tumors [2] and in these cases, different tumor 

subtypes are found [3]. Dogs develop benign and malignant mammary tumors, with 50% percent 

being malignant [4]. As in women, mammary gland carcinomas comprise the vast majority of 

malignant mammary tumors in dogs [1, 3]. Surgery remains the gold standard treatment for 

CMTs, and about 50% of dogs with malignant mammary carcinomas will be cured by surgery 

alone; the other half already having tumor cell emboli or (micro)metastases at the time of 

diagnosis. In the latter cases, even with surgical resection of the primary tumor, the prognosis 

for these patients remains poor [1, 5]. Patients with advanced disease or aggressive and invasive 

tumors would benefit from effective adjuvant therapies, even though there are no established 

guidelines for treatment beyond surgery [6]. Conventional chemotherapeutic agents used in 

veterinary oncology include cyclophosphamide, 5-fluorouacil, doxorubicin, docetaxel, 

gemcitabine and tamoxifen. These agents have been evaluated for the treatment of CMTs in 

small-scale studies, but with mitigated results, severe side effects and no obvious benefit for 

patient survival [7-9]. As with other cancer types, the development of effective chemotherapy 

treatments for CMTs depends on achieving a deeper understanding of the molecular and genetic 

processes that drive their development. Although progress over the course of the last fifteen 

years has begun to define the molecular mechanisms of CMTs [6, 8], this field remains in its 

infancy, and the identification of clinically exploitable pharmacological targets has so far 

remained elusive. 

 Hippo is an evolutionarily conserved signaling pathway that is involved in the regulation 

of processes as diverse as tissue growth, cell fate determination, differentiation, proliferation 

and apoptosis in a variety of cell types [10, 11]. Dysregulation of the pathway leads to tissue 

overgrowth and tumorigenesis [12]. Hippo does not have a specific extracellular ligand, rather 

signaling activity is controlled by stimuli such as cell-cell adhesion, contact inhibition, planar 

cell polarity, mechanotransduction [13-17], as well as various diffusible signals and cognate 

receptors [10, 12]. These regulate a core kinase cascade consisting of MST1 and MST2, which 

act in a functionally redundant manner to phosphorylate the kinases LATS1 and LATS2. The 
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latter phosphorylate the transcriptional co-activators YAP and TAZ (also known as WWTR1). 

Upon phosphorylation, YAP/TAZ are either ubiquitinated and degraded by the cellular 

proteosomal machinery or sequestered in the cytoplasm. Interruption of Hippo kinase cascade 

activity allows YAP and TAZ proteins to escape phosphorylation/degradation and accumulate 

within the cell. Following translocation to the nucleus, YAP/TAZ can bind to several 

transcription factors, notably those of the TEAD family, resulting in the modulation of the 

transcriptional activity of a variety of target genes in a cell type- and context-specific manner 

[18-20]. Although able to perform the same functions, the biological roles of YAP and TAZ are 

not entirely redundant, as evidenced by the divergent phenotypes of Yap and Taz knockout mice 

[21-23].  

 Dysregulation of Hippo signaling is a key feature of several forms of cancer, and is 

thought to be an important driver of tumor initiation and progression [11, 24]. Recent studies 

have shown that YAP and TAZ play crucial roles in the development of breast cancer [24-29] 

and, as importantly, they are also involved in the progression towards metastatic disease and the 

development of chemoresistance [28-32]. YAP and TAZ have been shown to be more highly 

expressed in CMTs than in normal canine mammary tissue, with nuclear expression being 

higher in high grade vs low grade carcinomas [33]. This suggests that misregulated Hippo 

signaling may play roles in the etiology and biology of CMTs similar to those that it plays in 

breast cancer, and that pharmacologic targeting of Hippo may be of therapeutic benefit in both 

species. Several small molecules that target specific effectors of the Hippo pathway have been 

identified, many of which are currently under investigation as anti-cancer agents [11]. Among 

these is verteporfin, a benzoporphyrin derivative that is FDA-approved for use in photodynamic 

therapy for macular degeneration [34, 35]. Verteporfin has been shown to antagonize YAP-

mediated transcriptional co-activation by interfering with its ability to associate with TEADs, 

as well as by promoting its sequestration in the cytoplasm [36-38]. Recent studies have shown 

that verteporfin exerts cytotoxic effects in several cancer cell types, including pancreatic 

adenocarcinoma, ovarian carcinoma, chronic myeloid leukemia and non-small-cell lung 

carcinoma in both cell culture and xenograft models [38-43]. In this report, we sought to study 

the role of YAP/TAZ in CMT cell biology, and to determine if pharmacological targeting of the 

Hippo pathway could represent a viable therapeutic strategy for the treatment of CMTs. 
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Materials and Methods 

Cell culture and viability assays 

The CF-35 cell line (ATCC Cat# CRL-6229, RRID:CVCL_5261, passage 22) was 

provided by Dr. Monique Doré (Université de Montréal), and the CMT-9 (RRID:CVCL_U522, 

passage 25), CMT-12 (RRID:CVCL_L329, passage 28), CMT-25 (RRID:CVCL_L330, 

passage 25), CMT-28 (RRID:CVCL_1R42, passage 80) and CMT-47 (passage 33)[44] cell lines 

were provided by R. Curtis Bird (Auburn University). All lines were established from canine 

mammary gland carcinomas [44-46]. Additional information regarding the CF-35, CMT-9, -

12,- 25, and -28 cell lines is available at Cellosaurus (http://web.expasy.org/cellosaurus/). Cells 

were plated and cultured in MEM alpha 1X with 2g/L glucose, phenol red and L-glutamine 

(Wisent, Inc., St-Bruno, Canada) supplemented with 10% fetal bovine serum (Wisent, Inc., St-

Bruno, Canada) and antibiotic-antimycotic solution (Wisent, Inc., St-Bruno, Canada). All cells 

were incubated at 37°C in 95% air and 5% CO2. All assays were performed with cells at 30 to 

40% confluence, except for the scratch and invasion assays, which required 100% confluence 

at the beginning of the experiment.  

For the viability assay, cells were treated with vehicle (DMSO) or with graded 

concentrations (0.03, 0.1, 0.3, 1, 3 µM) of verteporfin (Sigma, St. Louis, MO) for 48h. Numbers 

of viable cells per well were counted using the trypan blue exclusion assay and a 

hemocytometer. The number of viable cells in the verteporfin treated groups was then 

normalized to the number of viable cells in the control group. Each condition was repeated in 

triplicate. ED50 values were calculated using Compusyn software (Combosyn, Inc., Paramus, 

NJ). 

Immunoblotting 

Proteins were extracted using M-PER® mammalian protein extraction reagent 

(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA) according to the manufacturer’s instructions and 

quantified using the Bradford method (BIO-RAD Protein Assay, Bio-Rad Laboratories, 

Mississauga, ON, Canada). Samples (15 μg) were resolved on 12% sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gels and transferred to Hybond-P PVDF membrane (GE Amersham, 

Mississauga, ON, Canada). Blots were then probed at 4 °C overnight with antibodies against 

YAP (Cell Signaling Technology, Beverly, MA cat# 4912), TAZ (Cell Signaling Technology, 
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cat# 4883) or ACTB (Santa Cruz Biotechnology Inc, Dallas, TX, cat# sc-47778). ACTB was 

used as the loading control. Following incubation with horseradish peroxidase-conjugated 

secondary anti-rabbit antibody, the protein bands were visualized by chemiluminescence using 

Immobilon western hrp substrate (EMD Millipore, Etobicoke, ON, Canada). Signals were 

visualized on a Bio-Rad ChemiDoc MP imaging system (Bio-Rad Laboratories). 

Apoptosis and cell cycle analyses 

For the apoptosis assay, cells were cultured in 0.8 cm2 wells (Thermo Scientific™ 

Nunc™ Lab-Tek™ Chamber Slide System, Thermo Fisher scientific, MA). Apoptosis was 

detected using the In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red (Roche, Laval, QC, Canada), 

following manufacturer’s instructions. Cells were treated with vehicle (DMSO) or 3 µM 

verteporfin for 1, 3 or 6 hours. Apoptotic cells were imaged using an Axio Imager M.1 

microscope (Zeiss, Toronto, ON, Canada) and AxioVision 4.6.3 software. For each sample, 6 

photomicrographs of random fields were taken at 200x magnification, and cells were scored as 

viable or apoptotic and counted. 

 Cell cycle analysis was done using propidium iodide and fluorescence-activated cell 

sorting (FACS). Cells were treated with vehicle (DMSO) or 3 µM verteporfin for 6 or 24 hours. 

CF-35 cells were washed twice with PBS, counted and resuspended at a concentration of 106 

cells/ml in Krishan buffer: 0.1% Sodium Citrate, 0.02mg/ml RNAse (DNAse free), 0.3% NP-

40 and 0.05mg/ml propidium iodide. Cells were incubated at least 30 minutes on ice in the dark 

before being analyzed on an Accuri C6 flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA), using 

BD Accuri C6 software version 1.0.264.21. Cells were gated according to a 2-parameter dot-

plot: FL2-A (area) vs Width to monitor doublets. Cell cycle analysis was performed using a 

single-parameter histogram (FL2-A) with linear x-axis to represent DNA content. CMT-9, -28 

and -47 cells were analyzed in a similar manner, except using Modfit LT software (Verity 

Software House, Topsham, ME). Each condition was repeated in triplicate. 

Real-time PCR 

Total RNA was isolated using the RNeasy Micro Kit (Qiagen, Valencia, CA). Cell lines 

CF-35, CMT-9, -28 and -47 were treated with vehicle (DMSO), 1 µM or 10 µM verteporfin for 

1 or 4h. Each condition was repeated in triplicate. The RNA samples (200 ng) were analyzed by 

RT-quantitative PCR as previously described [47] using the primers listed in Table 1. Relative 
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mRNA expression levels were calculated using the 2−ΔΔCt method [48] and normalized 

relative to ribosomal protein L19 (RPL19). 

Cell migration assay 

Confluent monolayers were scratched with a pipette tip in a cross pattern. All cell lines 

were then treated with graded doses of verteporfin (0.01, 0.03, 0.1 or 0.3 µM) or vehicle 

(DMSO). Each condition was repeated in triplicate. Photomicrographs were taken after 

scratching and at 3h intervals following each treatment using an Observer Z1 microscope (Zeiss) 

with Zen pro 2012 (blue edition) software at 25x magnification. Migration was assessed by 

calculating an open image area ratio (open image area at given time point / open image area at 

0h) using TScratch software Version 1.0 (http://www.cse-lab.ethz.ch). 

Cell invasion assay 

Cell invasiveness was analyzed using the Oris Pro 96-well invasion assay (Playtypus 

technologies, Madison, WI) following the manufacturer’s instructions. Cells were stained with 

the Vybrant CFDA SE cell tracer kit 24h prior to their plating, following the manufacturer’s 

instructions (Invitrogen, Burlington, ON, Canada). Numbers of cells plated per well were 15 

000, 25 000 and 30 000 for the CF-35, CMT-28 and CMT-47 cell lines, respectively. Cells were 

treated with 0.01 or 0.03 µM verteporfin or with vehicle (DMSO) for 40h. Photomicrography 

and data analyses were then performed as detailed for the migration assay, above. 

Anchorage-independent growth assay 

Soft agar colony formation assays were performed in six-well plates. CMT-9 (n=25 000) 

or CMT-47 (n=5 000) cells were suspended in culture medium containing 0.3% soft agar and 

plated on a 0.5% agar underlay. Cells were treated with either vehicle (DMSO) or graded 

concentrations of verteporfin. Vehicle or verteporfin treatments were added to both agar layers. 

An additional layer of culture medium (200 μl) containing verteporfin or vehicle was added 

twice weekly over the upper layer of agar to prevent desiccation. Plates were incubated at 37°C 

and the colonies counted after 3 weeks. All colonies greater than 100 µm in diameter were then 

counted using an Observer Z1 microscope (Zeiss) with the Zen pro 2012 (blue edition) software 

at 25x magnification. Each condition was repeated in triplicate. 
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Statistical analyses 

Cell migration, invasion and anchorage-independent growth assays were analyzed by 

one-way ANOVA and Dunnett’s multiple comparison test following logarithmic transformation 

to normalize data distribution. TUNEL and RT-qPCR data were analyzed by one-way ANOVA 

and Tukey’s multiple comparison test. TUNEL data underwent angular transformation prior to 

statistical testing. Cell cycle data was analyzed by unpaired parametric two-sided t test with 

Welch's correction (after angular transformation of data). For all tests, differences were 

considered significant when P < 0.05. 

Results 

Verteporfin sensitivity correlates with YAP expression in CMT cell lines 

In order to evaluate Hippo as a therapeutic target for the treatment of CMTs, we started 

by characterizing YAP and TAZ expression in six CMT cell lines. Whereas YAP was readily 

detected in four of the cell lines (CMT-9, -12, -28, -47) by immunoblotting, it was essentially 

undetectable in CF-35 and in CMT-25 cells (Fig. 1). Conversely, TAZ was strongly expressed 

in all cell lines except CMT-25, in which expression levels were lower. 

 To determine the effect of verteporfin on the viability of CMT cells, all lines were treated 

with graded doses of verteporfin and the numbers of remaining viable cells counted after 48h. 

Results showed that verteporfin killed CMT-9, -12, -28, -47 cells with ED50 values from 14-79 

nM, and that 3 µM verteporfin killed all cells in these lines (Fig. 2). Verteporfin also killed CF-

35 and CMT-25 cells, but ED50 values were in the hundreds of nM, and >25% of cells survived 

the 3 µM treatment. These results indicate that verteporfin exerts cytotoxic effects on CMT 

cells, and suggest that this toxicity is partially dependent on YAP expression. 

Verteporfin induces apoptosis in CMT cell lines 

As YAP/TAZ serve as co-activators of the transcription of several genes associated with 

cell survival and proliferation [13, 26, 49-51], we sought to determine the effects of verteporfin 

on apoptosis and cell cycle progression in CMT cells. Using one verteporfin-resistant (CF-35) 

and three verteporfin-sensitive (CMT-9, -28, -47) lines, we assessed the proportion of TUNEL-

positive cells on a time course following treatment with 3 µM verteporfin. In all lines, 

verteporfin induced apoptosis by 6h following treatment (Fig. 3). The same lines were treated 
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with verteporfin for 6 or 24h, and cell cycle analyses were done by flow cytometry. As shown 

in Table 2, verteporfin caused statistically significant changes in the proportion of cells in each 

phase of the cycle in CMT-9 and -28 cells, but not in CF-35 or CMT-47 cells. However, these 

changes were very minor, and did not show a pattern suggestive of cell cycle arrest. Together, 

these data suggest that verteporfin exerts its cytotoxic effect mainly via the induction of 

apoptosis, and has a negligible effect on cell proliferation in CMT cells. 

Verteporfin affects the expression of Hippo target genes 

To determine if verteporfin affects gene expression in CMT cells, we measured mRNA 

levels for four cancer-relevant YAP/TAZ target genes (AMOTL2, CTGF, ANKRD1 and 

CYR61) following 1h or 4h treatment with 1 µM or 10 µM verteporfin. Although verteporfin 

modestly decreased AMOTL2 and ANKRD1 expression in some cell lines, CTGF and CYR61 

decreased rapidly and dramatically in all lines tested (Fig. 4). CTGF and CYR61 therefore 

appear to be major YAP transcriptional target genes in CMT cells. 

Cancer cell migration, invasion and anchorage-independent growth are inhibited by 

verteporfin 

Scratch assays were done in order to determine if verteporfin could affect CMT cell migration. 

Confluent monolayers of CMT-9, -28, -47 and CF-35 cells were scratched, and cell migration 

into the newly created gap was monitored for 12h in presence or absence of 0.3 µM verteporfin. 

Whereas control CF-35, CMT-28 and CMT-47 cells migrated so as to nearly fill the scratch 

within 12h, verteporfin treatment almost completely inhibited cell migration (Fig. 5). CMT-9 

cells failed to migrate, even in absence of verteporfin. 

 The Oris™ Pro cell migration assay was used in order to determine if verteporfin could 

compromise the ability of CMT cells to invade an artificial matrix. Verteporfin concentrations 

as low as 0.03 µM significantly inhibited CMT-28 and CMT-47 cell invasiveness, but did not 

impede CF-35 cells (Fig. 6). CMT-9 cells did not invade the matrix under any conditions. 

 Finally, we determined the effects of verteporfin on anchorage-independent growth. 

CMT cell lines were plated in soft agar with graded concentrations of verteporfin (present in 

both the agar and in the culture media overlay), and colony formation was monitored for three 

weeks. CF-35 and CMT-28 cells failed to form colonies even in absence of treatment, but CMT-
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9 and -47 formed colonies readily. In the latter lines, 1 µM verteporfin completely prevented 

the formation of colonies larger than 100 microns in diameter (Fig. 7). 

Discussion 

Canine mammary tumors are among the most frequent cancers in dogs, and the treatment 

of metastatic CMTs is an intractable problem in veterinary oncology. The development of 

effective chemotherapeutic options for advanced CMTs depends on attaining a better 

understanding of the molecular mechanisms underlying CMT progression. In this report, we 

found high levels of expression of the Hippo signaling effectors YAP and TAZ in the majority 

of the CMT cell lines that we studied, which is consistent with a recent report describing 

increased YAP/TAZ expression in CMTs relative to normal canine mammary tissue [33]. We 

were then able to demonstrate the cytotoxicity of verteporfin, a pharmacologic inhibitor of YAP-

mediated transcriptional co-activation, to CMT cells. Our studies showed that verteporfin 

inhibited cell survival as well as key behaviors of malignant cells, including migration, invasion 

and anchorage-independent growth, and did so (at least in part) by decreasing the mRNA levels 

of YAP/TAZ target genes. These findings provide important proof of principle that Hippo 

pathway represents a valid therapeutic target for the treatment of this disease. Beyond the field 

of veterinary medicine, we expect that these findings will have important translational value. 

Indeed, overwhelming evidence supports a role for dysregulated Hippo signaling in the etiology 

of breast cancer, notably in the development of key malignant traits such as invasiveness, 

resistance to chemotherapy and metastatic dissemination [24, 26, 28, 29, 32, 52]. Our study 

therefore further highlights the similarities between CMTs and breast cancer and the value of 

CMTs as a spontaneous model for the study of the human disease. 

 Our identification of CYR61 and CTGF as transcriptional targets of YAP in CMT cells 

may provide important insight into the mechanism of action of Hippo signaling in CMTs. Both 

CYR61 and CTGF belong to the CCN gene family, and encode cysteine-rich extracellular 

matrix proteins that function as integrin ligands [53]. High CYR61 expression in breast cancer 

patients has been associated with metastatic dissemination and poor prognosis [53-55]. In cell 

culture and xenograft models, CYR61 has been shown to increase VEGF secretion and promote 

tumor vascularization, as well as to promote estrogen-independent tumor cell growth, 

invasiveness and metastasis [53, 54, 56-58]. As for CYR61, high CTGF expression in primary 
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breast cancers was associated with features of advanced disease, and correlated with stage, 

tumor size and lymph node involvement [53, 59]. Overexpression of CTGF in breast cancer 

cells was shown to promote migration, angiogenesis and chemoresistance [53, 60, 61]. 

Conversely, concomitant knockdown of CYR61 and CTGF in breast cancer cells reversed Taxol 

resistance caused by TAZ [52, 62]. Together, these studies have identified CYR61 and CTGF 

as major Hippo-regulated promoters of breast cancer development and progression. Whether 

these genes play similar roles in CMTs will be grounds for further study. 

 Our finding that the four CMT cell lines that expressed YAP were highly sensitive to the 

cytotoxic effects of verteporfin, whereas the two YAP-negative lines were resistant, strongly 

suggests that the effects of verteporfin were the result of the interference with YAP. However, 

higher concentrations of verteporfin were nonetheless capable of killing YAP-negative cells, 

and verteporfin was as capable of reducing CYR61 and CTGF expression in (YAP-negative) 

CF-35 cells as it was in YAP-positive cells. One possible explanation for this is the functional 

redundancy of YAP and TAZ. For instance, should verteporfin be capable of suppressing TAZ-

mediated transcriptional co-activation at a higher concentration than that required to suppress 

YAP, this would 1) explain how YAP-negative/TAZ-positive cell lines exhibit cytotoxic effects 

at a higher ED50 and 2) provide a mechanism whereby verteporfin can suppress the expression 

of Hippo target genes in YAP-negative cells. Whether verteporfin can target TAZ has not been 

reported, but would seem likely given the structural and functional similarities between YAP 

and TAZ, including their ability to bind TEAD transcription factors. 

 Our in vitro studies indicate that verteporfin is capable of killing CMT cells at 

concentrations that are easily attained in vivo [43]. Indeed, verteporfin has been shown to have 

anti-cancer activity in xenograft models of several types of cancer [41, 63, 64], suggesting that 

it could find therapeutic uses beyond its FDA-approved use as a photosensitizing agent [34, 65-

69]. However, its photosensitizing properties may ultimately limit its suitability for cancer 

chemotherapy, and it is also known to affect cellular processes such as autophagy at high doses 

through mechanisms that have not yet been defined [43]. The discovery of the involvement of 

the Hippo pathway in a variety of malignancies has fueled a search for small-molecule 

modulators of Hippo signaling, in the hopes of identifying new chemotherapeutic agents [11]. 

These efforts have yielded several advances, including the intriguing recent discovery that the 

statins act via the mevalonate pathway to inhibit YAP/TAZ nuclear localization and 
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transcriptional responses in several cancer cell types, including breast cancer [70-73]. Statins 

are broadly used in human medicine for their lipid-lowering effects, and have wide therapeutic 

indices. Interestingly, long-term statin use has been shown to lower the risk of breast cancer, 

although the basis for this protection has not been determined [74]. Together, these advances 

suggest that Hippo-targeted chemotherapies will become available for clinical use in the near 

future, and could provide an important advance in the treatment of cancers arising from 

dysregulated Hippo signaling, including CMTs. 
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Table 1. Oligonucleotide primer sequences 

Primer name Sequence 

AMOTL2 AS AGCAACAGAATCCAGCGAGG 

AMOTL2 S CCAAACACGGGAGCAGAGAT 

ANKRD1 AS TGCTGAGCAACTTATCCCGAG 

ANKRD1 S CCCAGATCGAATTCCGCGAT 

CTGF AS AAGCGGACGTCCATGCT 

CTGF S GTGTGCACGGCTAAAGACGG 

CYR61 AS  GAGAGCTCTTGGGGACACAG 

CYR61 S CTGCAGAGCTCAGTCAGAGG 

RPL19 AS TCCACGTTACCTTCTCAGGCATTC 

RPL19 S CCAATGAGACCAATGAAATCGCCAA 
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Table 2. Cell cycle analyses  

The indicated cell lines were treated with vehicle (DMSO) or 3 M verteporfin for 6h (upper 

table) or 24h (lower table). Data are expressed as percentages of total cells, and are means ± 

SEM. For all analyses, n = 3/treatment and time, asterisks indicate significantly different from 

control (i.e., corresponding vehicle control), *p < 0.05, **p < 0.01.  

 

 6h 

vehicle 3 µM verteporfin 

G0/G1 Phase S Phase G2/M Phase G0/G1 Phase S Phase G2/M Phase 

CF-35 79,500 ± 

1,295 

5,737 ± 

0,932 

14,977 ± 

0,472 

75,733 ± 

1,099 

5,090 ± 

0,050 

18,653 ± 

1,062 

CMT-9 65,067 ± 

3,716 

17,460 ± 

3,158 

17,473 ± 

0,736 

67,740 ± 

1,273 

18,357 ± 

1,504 

13,907 ± 

0,623 * 

CMT-28 45,477 ± 

0,578 

25,260 ± 

0,949 

29,260 ± 

1,022 

40,733 ± 

0,700 ** 

24,597 ± 

0,546 

34,673 ± 

0,509 * 

CMT-47 46,787 ± 

1,322 

42,930 ± 

2,484 

10,283 ± 

1,365 

50,647 ± 

2,070 

34,867 ± 

3,329 

14,483 ± 

1,290 

 

 24h 

vehicle 3 µM verteporfin 

G0/G1 Phase S Phase G2/M Phase G0/G1 Phase S Phase G2/M Phase 

CF-35 79,333 ± 

1,300 

7,217 ± 

1,002 

11,857 ± 

0,382 

80,390 ± 

0,356 

6,287 ± 

0,093 

12,080 ± 

0,474 

CMT-9 69,327 ± 

1,235 

17,623 ± 

0,195 

13,050 ± 

1,420 

67,987 ± 

0,376 

19,100 ± 

0,129 ** 

12,920 ± 

0,361 

CMT-28 52,120 ± 

0,281 

32,840 ± 

0,146 

15,043 ± 

0,138 

55,617 ± 

0,434 ** 

29,260 ± 

0,866 

15,120 ± 

0,438 

CMT-47 52,527 ± 

0,260 

29,287 ± 

1,557 

18,183 ± 

1,565 

52,340 ± 

0,116 

34,370 ± 

0,513 

13,287 ± 

0,497 
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Figure Legends 

Figure 1. Expression of YAP and TAZ in mammary gland tumor cell lines  

Immunoblotting analysis of YAP and TAZ expression in canine mammary gland cancer cell 

lines (CF-35, CMT-9, -12, -28, -47, and -25). β-Actin (ACTB) was used as a loading control. 

Approximate apparent molecular weights are indicated to the right of the blots. 

Figure 2. Viability experiment  

The indicated cell lines were treated with vehicle (DMSO) or graded concentrations (0.03, 0.1, 

0.3, 1, 3 µM) of verteporfin for 48 hours and viability assessed by trypan blue exclusion. 

Calculated median effective doses (ED50) are shown for each cell line. For all cell lines, n = 3 

samples/dose, data are expressed as means (points) ± SEM (error bars). 

Figure 3. TUNEL assays  

The indicated cell lines were treated with vehicle (DMSO) or 3 µM verteporfin for 1, 3 or 6 

hours and cells were counted and scored as TUNEL-positive or -negative. For all lines, n = 

6/treatment. All data are expressed as means (columns) ± SEM (error bars), asterisks indicate 

statistically significant difference from control, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. 

Figure 4. Effects of verteporfin on Hippo pathway target gene expression in CMT cell lines  

The indicated cell lines were treated with vehicle (DMSO), 1 µM or 10 µM verteporfin for 1 or 

4 hours (black and grey columns, respectively) and the expression of the indicated genes 

determined by RT-qPCR. All data were normalized to the housekeeping gene RPL19, n = 

3/treatment and time. Data are expressed as means (columns) ± SEM (error bars), asterisks 

indicate statistically significant difference from control, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, 

****p < 0.0001.  

Figure 5. CMT cell migration assays  

The indicated cell lines were grown to confluence, the monolayers scratched, and the extent of 

cell migration from the margins (in presence or absence of 0.3 µM verteporfin (VP)) evaluated 

after 12h. (A) Representative photomicrographs, dashed black lines indicate the original 

margins of the scratch. Cells are highlighted in light gray for contrast and for quantification. (B) 

Quantitative analysis of cell migration. Data represent the ratio of the cell-free area present at 

12h to the original area of the scratch. Data are expressed as means (columns) ± SEM (error 
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bars), asterisks indicate statistically significant difference from control (DMSO), *p < 0.05, **p 

< 0.01.  

Figure 6. CMT invasion assays  

The Oris™ Pro cell migration assay was used in order to determine the effect of verteporfin on 

CMT cell invasiveness. (A) Representative photomicrographs of results obtained with the CMT-

47 line, dashed red circles indicate the margins of the artificial matrix. (B) Quantitative analyses 

of cell invasion. Data represent the ratio of the cell-free area present at 40h to the original area 

of the matrix. Data are expressed as means (columns) ± SEM (error bars), asterisks indicate 

statistically significant difference from control, ***p < 0.001.  

Figure 7. Anchorage-independent growth assays  

The indicated CMT cell lines were plated in soft agar and treated with vehicle (DMSO) or 

graded concentrations of verteporfin. Colonies of cells with diameters exceeding 100 microns 

were counted after three weeks of culture. Data are expressed as means (columns) ± SEM (error 

bars), asterisks indicate statistically significant difference from control, **p < 0.01, ***p < 

0.001.   
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Figure 2. Viability experiment 
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Figure 4. Effects of verteporfin on Hippo pathway target gene expression in CMT cell 
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Figure 5. CMT cell migration assays  

FIGURE 5 

 

 



 

64 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. CMT invasion assays  

FIGURE 6 

 
 

 

 

 

 

 

  



 

65 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Anchorage-independent growth assays  

FIGURE 7 

  



 

66 

Discussion 

Les tumeurs mammaires canines sont le type de néoplasie le plus fréquent chez la 

chienne intacte, et peu de traitements chimiothérapeutiques sont disponibles pour agir contre les 

formes inopérables telles que les carcinomes inflammatoires mammaires et les cas hautement 

métastatiques. De plus, comme chez la femme, une grande proportion des chiennes avec une 

tumeur maligne aura des métastases au moment du diagnostic. La maladie va donc progresser 

en dépit du traitement chirurgical204. Par conséquent, il est nécessaire d'approfondir des 

chimiothérapies de soutien qui ciblent des formes inopérables de ce cancer canin. Pour ce faire, 

il est nécessaire d’avoir une meilleure compréhension des voies de signalisation impliquées dans 

sa pathogenèse. L'implication de la voie Hippo dans la tumorigenèse des tumeurs mammaires 

signifie que cette voie peut être une cible clé pour le développement de nouveaux agents 

thérapeutiques concernant ce type de cancer. 

 Des progrès importants dans l'implication des niveaux élevés des principaux effecteurs 

YAP et TAZ de la voie Hippo dans les tumeurs du sein haut gradées ont aidé à déterminer cette 

voie comme cible thérapeutique. Effectivement, la surexpression de YAP et TAZ confère des 

pouvoirs tumoraux tels que la prolifération non contrôlée, la migration, l’invasion, la transition 

épithélio-mésenchymateuse, la formation de métastases, la chimiorésistance et l’évasion de 

l’apoptose149, 163, 170. YAP et TAZ agissent ainsi grâce à leur interaction avec les activateurs 

transcriptionnels de la famille des TEAD qui engendrent l’expression des gènes cibles 

oncogéniques tels que CTGF et CYR61. Ces connaissances peuvent donc être utilisées pour 

déterminer si YAP et TAZ favorisent ces caractéristiques tumorales chez le chien. Le fait d’être 

en mesure de déterminer comment et à quel niveau l'activité de YAP et TAZ affecte la 

chimiorésistance et la dissémination métastatique est à l'avant-garde de la quête pour mieux 

comprendre la pathogenèse tumorale canine. 

Dans cette étude, nous avions comme hypothèse que le dérèglement de la voie Hippo 

contribue fréquemment au développement des tumeurs de la glande mammaire chez la chienne 

et que cette voie de signalisation représente une cible pharmacologique novatrice pour le 

traitement de la maladie. Tout comme les résultats chez la femme atteinte du cancer du sein 149, 

163, 170, nous avons trouvé des niveaux élevés d'expression des effecteurs de signalisation Hippo 

YAP et TAZ dans la majorité des lignes de cellules cancéreuses mammaires canines que nous 
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avons étudiées. Nous avons ensuite pu démontrer la cytotoxicité de la verteporfin, un inhibiteur 

pharmacologique de la co-activation transcriptionnelle médiée par YAP, envers ces cellules 

cancéreuses mammaires canines. Nos études ont montré que la verteporfin inhibait la survie 

cellulaire ainsi que les comportements clés des cellules malignes, y compris la migration, 

l'invasion et la croissance indépendante de l'ancrage. Ce fut le cas en partie en diminuant les 

niveaux d'ARNm des gènes cibles de YAP/TAZ. Ces résultats fournissent une preuve 

importante du principe selon lequel la voie Hippo représente une cible thérapeutique valable 

pour le traitement des tumeurs mammaires canines.  

Dans le cadre de la présente étude, notre premier objectif était de déterminer les niveaux 

basaux de YAP et TAZ dans six lignées cellulaires de cancers mammaires canins. Nous voulions 

déterminer les niveaux basaux dans le but de vérifier si nos lignées cancéreuses avaient des 

dérèglements au niveau de la voie Hippo, et, par le fait même, évaluer si ce dérèglement 

contribue au développement de tumeurs mammaires canines. Pour la première fois, notre étude 

a établi comme prévu que YAP et TAZ sont exprimés dans des lignées cancéreuses mammaires 

canines, ce qui correspond aussi aux résultats de l’équipe de Beffagna et al.189. Quatre de ces 

lignées tumorales, dont les CMT-9, CMT-12, CMT-28 et CMT-47, ont des niveaux basaux 

détectables de YAP. De plus, il y avait des niveaux basaux détectables de TAZ dans toutes les 

lignées tumorales étudiées. Nos données démontrent que l’expression varie entre les lignées et 

que la confluence cellulaire a un effet sur l’expression de YAP/TAZ. Les cellules à plus haute 

confluence sont davantage rapprochées. Par conséquent, le besoin de prolifération est moins 

élevé puisqu’elles n'ont pas l’espace nécessaire pour croître. Alors, à haute confluence, les 

cellules activent normalement la voie Hippo pour désactiver YAP et TAZ afin de diminuer 

l’expression des gènes cibles importants dans la croissance cellulaire. Dans ce cas, les niveaux 

de YAP et TAZ phosphorylés (désactivés) augmentent dans le cytoplasme. Dans certaines 

cellules tumorales, la voie Hippo est déréglée et ne peut donc pas désactiver YAP et TAZ. Ces 

derniers peuvent même augmenter, ce qui permet aux cellules de croître même lorsque la 

confluence est à 100%, ce qui expliquerait la raison pour laquelle les cellules tumorales 

mammaires canines avaient des niveaux variables de YAP et TAZ, en fonction de la confluence. 

Donc, les cellules ont vraisemblablement un dérèglement au niveau de l’effecteur YAP, ce qui 

appuie notre hypothèse qu’un dérèglement de la voie Hippo contribue fréquemment au 

développement des tumeurs de la glande mammaire chez la chienne. Par conséquent, l’emploi 
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de molécules modulatrices telles que la verteporfin, pour désactiver YAP et TAZ dans les 

cellules ayant un dérèglement de la voie Hippo et diminuer la survie cellulaire, est une bonne 

approche pour trouver de nouvelles chimiothérapies.  

Notre second objectif était de déterminer s’il y avait une corrélation entre les niveaux 

basaux de YAP et TAZ et la sensibilité de ces lignées cellulaires à la verteporfin. Cet objectif 

nous aide à déterminer si la voie Hippo est une bonne cible pharmacologique pour les cellules 

tumorales mammaires canines ayant un dérèglement des effecteurs principaux de la voie. Notre 

étude démontre pour la première fois que les lignées cellulaires cancéreuses mammaires canines 

avec des niveaux détectables de YAP sont plus sensibles à l’effet de la verteporfin. Par contre, 

il n’y a pas de corrélation avec les niveaux de TAZ. Une explication possible est la redondance 

fonctionnelle de YAP et TAZ. Par exemple, si la verteporfin était efficace pour supprimer la co-

activation transcriptionnelle médiée par TAZ à une concentration plus élevée que celle requise 

pour supprimer l’activité transcriptionnelle de YAP, cela expliquerait comment les lignées 

cellulaires YAP-négatives/TAZ-positives présentent des effets cytotoxiques à un ED50 plus 

élevé. Par ailleurs, l’effet de la verteporfin sur la liaison entre TAZ et TEAD n'a pas encore été 

démontré, mais il semble probable étant donné les similitudes structurelles et fonctionnelles 

entre YAP et TAZ, y compris leur capacité à lier les facteurs de transcription de la famille 

TEAD. Ces résultats confirment notre hypothèse stipulant que la voie Hippo est une bonne cible 

pharmacologique dans ces cellules ayant un dérèglement de l’effecteur YAP.  

Notre troisième objectif était d’élucider les mécanismes d’action cellulaires de la 

verteporfin in vitro. Une fois que nous avions établi le fait que la verteporfin avait un effet sur 

les cellules ayant un dérèglement au niveau de YAP, nous voulions déterminer comment et 

pourquoi ces cellules étaient affectées au niveau cellulaire et caractériser les aspects tumoraux 

de ces cellules. Nous avons établi pour la première fois que la verteporfin avait des effets sur 

les fonctions cellulaires associées à la tumorigenèse chez le chien telles que l’apoptose, la 

migration, l’invasion et la croissance indépendante de l’ancrage. La verteporfin induit 

l’apoptose dans ces lignées. Le mécanisme probable pouvant engendrer cela est la production 

de DRO par la verteporfin, et ce, de façon indépendante de son activité photodynamique199. 

D’autre part, la verteporfin inhibe la migration, l’invasion et la croissance indépendante de 

l’ancrage, qui sont tous des mécanismes essentiels à l’initiation et au développement de 

métastases en diminuant l’expression des gènes cibles CTGF et CYR61. En conséquence, la 
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verteporfin pourrait être utilisée dans les cas métastatiques afin de diminuer la migration, 

l’invasion et la survie de métastases. Ces résultats nous démontrent que la verteporfin agit au 

niveau cellulaire et affecte les mécanismes de la tumorigenèse mammaire canine. Nos résultats 

confirment donc que la voie Hippo a le potentiel d’être une voie de signalisation d’importance 

dans le cas du cancer mammaire canin et une cible pharmacologique intéressante. 

Notre quatrième objectif était d’élucider les mécanismes d’action moléculaires de la 

verteporfin in vitro. Nous voulions déterminer comment et pourquoi ces cellules étaient 

affectées au niveau moléculaire et caractériser les aspects tumoraux de ces cellules déréglées, 

donc vérifier si les mêmes gènes cibles de la voie Hippo dans le cancer du sein étaient affectés 

dans les cellules cancéreuses mammaires canines. Pour la première fois, nous avons établi 

quelques gènes cibles de la voie Hippo tels que CTGF et CYR61, dans les lignées de cellules 

cancéreuses mammaires canines. Nous avons démontré que la verteporfin affectait l’expression 

de ces gènes cibles. Ces deux gènes appartiennent à la famille des gènes CCN, et codent pour 

les protéines de la matrice extracellulaire riches en cystéine qui fonctionnent comme ligands de 

l'intégrine205. Une expression élevée de CYR61 chez des patients atteints du cancer du sein a été 

associée à une dissémination métastatique et un mauvais pronostic188, 205-206. Les modèles de 

culture cellulaire et de xénogreffe ont montré que CYR61 augmente la sécrétion de VEGF et 

favorise la vascularisation tumorale ainsi que la croissance, le potentiel invasif et le potentiel 

métastatique des cellules tumorales qui sont indépendantes des œstrogènes188, 205, 207-209. Comme 

CYR61, l'expression élevée de CTGF dans les cancers du sein primaires a été associée à des 

caractéristiques de la maladie avancée, et est corrélée avec le stade, la taille de la tumeur et 

l'atteinte des ganglions lymphatiques205, 210. La surexpression de CTGF dans les cellules 

cancéreuses du sein favorise la migration, l'angiogenèse et la chimiorésistance205, 211-212. À 

l'inverse, la chute concomitante de CYR61 et de CTGF dans des cellules cancéreuses du sein a 

inversé la résistance au Paclitaxel causée par TAZ177, 213. L’ensemble de ces études a permis 

d’identifier CYR61 et CTGF comme étant les principaux promoteurs de la voie Hippo pour le 

développement et la progression du cancer du sein. Le fait que ces gènes jouent des rôles 

semblables dans les tumeurs mammaires canines sera un motif d'étude à approfondir. 

Cette étude établit pour la première fois que la voie Hippo est une cible pharmacologique 

novatrice qui pourrait être utilisée pour le traitement des cancers chez le chien, notamment pour 

le traitement des tumeurs mammaires. Nous avons également établi que la verteporfin agissait 
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in vitro sur les gènes cibles de la voie Hippo et que sa fonction était probablement d’intervenir 

entre YAP et TEAD 1-4, tel que décrit. Par contre, certaines difficultés sont présentes quant au 

ciblage thérapeutique de la voie Hippo, car son inhibition de la prolifération cellulaire survient 

lorsqu’elle est activée et, normalement, les agents chimiothérapeutiques viennent inhiber les 

cibles thérapeutiques. Donc, les meilleurs endroits à cibler sont la liaison directe entre 

YAP/TAZ-TEAD ou les signaux en amont de la voie. De plus, cette étude comprend quelques 

limites qui pourraient être améliorées lors de recherches éventuelles. 

Les limites de cette étude comprennent l'absence de cellules canines normales de la 

glande mammaire et l’absence de lignées de contrôle pour les tests cellulaires et moléculaires. 

L'existence d'une lignée cellulaire normale comme témoin aurait pu aider à déterminer à quel 

point les niveaux basaux de YAP et TAZ des cellules cancéreuses sont différents de ceux des 

cellules normales. Cela est important afin de déterminer ce qui peut être considéré comme étant 

une expression élevée ou faible dans les cellules cancéreuses. En outre, une lignée de cellules 

mammaires normales en tant que contrôle est de mise pour déterminer si l’effet cytotoxique de 

la verteporfin est seulement relié au dérèglement de la voie Hippo, ou si d’autres voies sont 

affectées. De plus, une lignée normale comme contrôle serait aussi importante pour les tests 

cellulaires et moléculaires, comme celui de migration et invasion, pour déterminer si ces 

caractéristiques tumorales sont dues au dérèglement de la voie Hippo. Des lignées de contrôle 

positives tumorales, avec des niveaux basaux de YAP et TAZ normaux, devraient être utilisées 

lors des tests cellulaires et moléculaires, pour affirmer ou infirmer le rôle du dérèglement de 

YAP et TAZ dans ces facteurs cellulaires et moléculaires tumoraux. 

Une autre limite de l’étude est l’absence de la localisation cellulaire de YAP et TAZ. 

Notre étude portait sur l'expression protéique de YAP et TAZ total seulement, en raison du 

manque de spécificité des anticorps, mais il serait également intéressant de déterminer ce qui se 

passe quant à l'activité des formes phosphorylées de YAP et TAZ. Étant donné que les formes 

phosphorylées sont cruciales pour l'inactivation ainsi que la localisation de YAP et TAZ, 

connaître leur état de phosphorylation pourrait permettre de définir le mécanisme d'action de la 

verteporfin. Pour ce faire, le fractionnement cellulaire pourrait être utilisé afin de déterminer où 

ces formes phosphorylées sont localisées, ce qui aiderait non seulement à définir le mécanisme 

d'action de la verteporfin, mais aussi à déterminer d’autres traitements potentiellement utilisés 

contre YAP et TAZ. De plus, une étude mentionnée précédemment sur le mécanisme d'action 
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de la verteporfin relié à la séquestration cytoplasmique, engendrée via la régulation ascendante 

de 14-3-3σ, pourrait être examinée dans les cellules cancéreuses mammaires canines à l'aide du 

fractionnement cellulaire et des anticorps ciblant 14-3-3σ ainsi que p53, le facteur responsable 

des effets antitumoraux de la verteporfin214. 

En outre, dans notre étude, nous nous sommes limités aux effecteurs principaux YAP et 

TAZ de la voie Hippo en raison du manque de temps et de la spécificité des anticorps canins. 

Cependant, des recherches supplémentaires devraient être menées sur les autres composantes 

canoniques de la voie Hippo. La détermination des niveaux de base de LATS1/2, MST, SAV1, 

MOB1 et TEAD1-4 pourrait être effectuée en utilisant l’immunobuvardage pour déterminer la 

source de dérégulation de YAP et TAZ dans les cellules cancéreuses mammaires canines. En 

outre, l'examen de ces autres composants de la voie Hippo ainsi que leur forme phosphorylée 

pourraient aider à confirmer les mécanismes d'action d'autres petites molécules modulatrices 

dans l’espèce canine, comme les statines. 

De plus, d’autres voies de signalisation en amont peuvent avoir un effet sur le 

dérèglement de la voie Hippo ou pourraient être utilisées pour contrer le dérèglement, étant 

donné que cette voie doit être activée pour désactiver ces effecteurs principaux YAP et TAZ, 

comme mentionné précédemment. Une étude analysant le rôle de l'œstrogène relativement à la 

régulation de la voie Hippo dans le cancer du sein a montré que la stimulation du récepteur de 

l’œstrogène couplé à une protéine G (GPER) active YAP et TAZ via les signaux Gα q-11, PLCβ 

/ PKC et Rho / ROCK. Cela signifie que la dérégulation de la voie Hippo ainsi que l’initiation 

de la tumorigenèse mammaire chez les chiennes intactes pourraient être causées par les 

changements hormonaux engendrés par le cycle œstrus215. Une autre étude portant sur les 

interactions entre le récepteur d'œstrogène alpha (ERα) et la voie Hippo dans le cancer du sein 

a démontré que les kinases LATS1/2 favorisent le phénotype luminal et augmentent le nombre 

de progéniteurs bipotents et luminaux. Cette promotion est à la base de l'hypothèse des cellules 

d'origine dans le cancer du sein. De plus, la présence de LATS1/2 induit l'ubiquination et la 

dégradation protéasomale de ERα via le facteur 1 associé à Ddb1-cullin4 (DCAF1), et l'absence 

de LATS1/2 stabilise ERα et les co-activateurs transcriptionnels YAP et TAZ.216 Cela signifie 

que les changements hormonaux contrôlent la voie Hippo dans le cancer du sein, ce qui pourrait 

contribuer à découvrir d'autres cibles thérapeutiques pour les tumeurs mammaires canines 

dépendantes de la voie Hippo.  
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Par ailleurs, une étude récente portant sur le dépistage de molécules inhibitrices de la 

localisation nucléaire de YAP et TAZ a identifié plusieurs molécules ayant un potentiel 

thérapeutique contre le cancer du sein217. Les molécules identifiées sont thiazovivin, cucurbitan 

I, dasatinib fluvastatin et pazopanib. Parmi celles-ci, trois molécules approuvées par la FDA, 

dont la pazopanib, la dasatinib et la fluvastatin, ont été utilisées pour de plus amples études217. 

Les cellules mammaires cancéreuses dépendantes aux YAP et TAZ sont non seulement plus 

sensibles aux effets de la dasatinib, la pazopanib et la fluvastatin, mais sont aussi plus sensibles 

lorsque ces traitements sont combinés. De plus, ces molécules sensibilisent les cellules 

mammaires cancéreuses dépendantes aux YAP et TAZ aux agents chimiothérapeutiques tels 

que la doxorubicine et le Paclitaxel217. Par ailleurs, l’une de ces molécules fait partie des statines 

qui agissent via la voie mévalonate, qui est en amont de la voie Hippo, pour inhiber la 

localisation nucléaire de YAP et TAZ et les réponses transcriptionnelles dans plusieurs types de 

cellules cancéreuses, y compris le cancer du sein218-219. Les statines sont largement utilisées en 

médecine humaine pour leurs effets hypolipidémiants, et ont de larges indices thérapeutiques. 

Il est intéressant de noter que l'utilisation à long terme de statines a permis de réduire le risque 

de cancer du sein, bien que la base de cette protection n'a pas été déterminée220. La combinaison 

de ces avancées suggère que les chimiothérapies ciblant la voie Hippo deviendront 

éventuellement disponibles dans le cadre d’une utilisation clinique. Elles pourraient fournir une 

progression importante du traitement des cancers découlant d’un dérèglement de la voie Hippo, 

y compris les tumeurs mammaires canines. 
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Conclusion 

En conclusion, la liaison entre YAP/TAZ et TEAD de la voie Hippo est une bonne cible 

novatrice thérapeutique dans le combat contre le cancer mammaire canin. De plus, la verteporfin 

est un médicament qui peut moduler cette liaison, et donc servir d’agents chimiothérapeutiques 

pour traiter le cancer mammaire. Cette étude montre pour la première fois que les cellules de 

tumeurs mammaires canines qui ont des niveaux basaux détectables de YAP sont très sensibles 

au traitement de verteporfin, contrairement aux cellules n’ayant pas de niveaux détectables de 

YAP. En effet, la verteporfin a tué ces cellules par induction d'apoptose avec des valeurs ED50 

de 14 à 79 nM. De plus, la verteporfin a diminué l’expression des gènes cibles de YAP/TAZ, 

en particulier CYR61 et CTGF, qui jouent un rôle important dans le développement du cancer 

du sein. La verteporfin a également inhibé la migration cellulaire, la croissance indépendante de 

l'ancrage, et le caractère invasif des cellules. Ensemble, nos résultats fournissent une preuve de 

principe selon lequel le ciblage pharmacologique de la voie Hippo compromet la viabilité et 

atténue le comportement malin des cellules mammaires cancéreuses. Ces résultats représentent 

des avancées importantes dans le domaine de la chimiothérapeutique ciblée qui ouvre la porte 

pour éventuellement appliquer le ciblage de la voie Hippo au développement de protocoles de 

traitements normalisés pour les tumeurs mammaires récurrentes ou avancées chez les chiennes 

et les femmes. 
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