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RESUME GENERAL

Le lymphome non-Hodgkinien est un des cancers les plus difficilement traitables
car il est caractérisé par une croissance anarchique et démesurée. C’est par le biais de
métastases que le lymphome progresse vers un phénotype agressif et déjoue toutes nos
tentatives de répression par les thérapies. Pour étudier les mécanismes fondamentaux qui
contrdlent la dissémination des cellules cancéreuses, notre laboratoire fait appel a un
modele expérimental de lymphomagenése permettant d’étudier les différents stades du
processus métastatique. L’analyse comparative de variants hautement meétastatiques et
des cellules parentales non-agressives par matrices différentielles d’ADN
complémentaire nous a permis d’identifier une forte augmentation de 1’expression du
géne de la galectine-7 dans les lymphomes agressifs. Cette protéine est surtout reconnue
comme marqueur d’épithélium stratifiés et de kératinocytes. Dans cette thése, nous
avons déterminé que la transfection de la galectine-7 dans les cellules lymphomateuses
favorisait la croissance et la dissémination du lymphome, et ce en induisant I’expression
de génes pro-métastatiques comme MMP-9, un géne associé a un mauvais pronostic des
lymphomes non-Hodgkiniens. Pour la premiére fois, une fonction pro-métastatique était
associée a la galectine-7.

Dans un deuxiéme temps, nous avons démontré que I’inhibition de la galectine-7,
par la transfection d’un antisense du géne dans les variants agressifs réduisait
significativement leur potentiel métastatique. De plus, I’analyse par PCR en temps réel de
’ARN de 50 échantillons provenant de patients atteints de néoplasmes lymphoides ont
révélé qu’une grande proportion exprimait de forts niveaux de galectine-7. En revanche,
aucune expression significative de la galectine-7 n’a été détectée dans les lymphocytes
normaux.

Finalement, nous avons établi que I’induction de la galectine-7 lors de la
progression vers le phénotype agressif n’est pas associée a p53 dans les cellules
lymphomateuses. L’analyse du promoteur des variants agressifs en comparaison avec
celui des cellules parentales nous a permis de constater que son expression est contrdlée,
du moins en partie, via la méthylation de I’ADN. De plus, le clonage fonctionnel du
promoteur de la galectine-7 nous a permis de démontrer que son expression semblait
également étre reliée & I’activation de la voie de I’ AMP cyclique. Dans I’ensemble, nos
travaux suggerent que lors de la progression vers le phénotype agressif, les cellules
cancéreuses subiraient une pression sélective qui entrainerait des changements
intrinséques favorisant I’activation transcriptionnelle du geéne codant pour la galectine-7,
entrainant le développement d’un phénotype agressif des lymphomes.

Etudiant Directeur de recherche

ii



REMERCIEMENTS

Je tiens d’abord 4 remercier mon directeur de recherche le Dr. Yves St-Pierre sans
qui cette aventure n’aurait pas été possible. Aprés m’avoir « sorti de mon dépanneur », il
a su me transmettre une véritable passion. Je le remercie, entre autres, pour sa confiance,
sa patience, sa disponibilité, sa générosité et sa tres grande ouverture d’esprit. De plus, sa
direction scientifique m’a permis d’explorer, avec une trés grande liberté, une multitude
de sujets et d’expériences qui ont approfondi mon expertise. Yves, du plus profond de
mon ceceur, merci!

Je remercie le Dr. Frangois Denis pour son expertise et ses précieux conseils qui
m’ont permis de surmonter certaines embiiches expérimentales.

Je remercie aussi le Dr. Edouard Potworowski pour ses critiques constructives au
niveau de la rédaction des manuscrits et des présentations orales, de méme que le Dr.
Thierry Magnaldo pour sa précieuse collaboration.

Je tiens également a exprimer ma gratitude 4 Steve Moisan, au Dr. Olivier
Robledo et au Dr. Pierre-Olivier Estéve qui m’ont appris, au meilleur de leurs
connaissances, les bases expérimentales de la biologie moléculaire.

Un merci tout spécial aussi & Doris Legault pour son expertise en culture
cellulaire et en manipulation animale, sa présence, sa patience, sa grande générosité et
son amiti€. Mes nombreuses années en sa compagnie au laboratoire ont été des plus
agréables.

Merci a tous les gens passés ou présents au laboratoire, pour ’ambiance, les
échanges et les encouragements. Un merci particulier & Nathalie, Julie et Caroline pour
votre amiti€.

Merci a I’ensemble de la communauté de I’INRS-Institut Armand-Frappier pour
la culture scientifique offerte durant le programme de doctorat, les conférences et les
séminaires.

Merci 4 la Fondation Armand-Frappier et les Fonds de la Recherche en Santé du
Québec pour le soutien financier.

Finalement, un trés grand merci 4 ma famille et mes amis qui m’ont soutenu et

encouragg tout au long de cette belle aventure.

iii



TABLE DES MATIERES

RESUME GENERAL ii
REMERCIEMENTS iii
LISTE DES FIGURES vi
LISTE DES TABLEAUX viii
LISTE DES ANNEXES ix
LISTE DES ABBREVIATIONS X
CONTRIBUTION DES AUTEURS xi
REVUE DE LITTERATURE 1
1. Processus métastatique. 2
1.1. La dissémination, un processus multiséquentiel. 2
1.2. Théories d’évolution. 5
1.3. Lymphomes : Modéles d’études. 6
1.3.1. Les lymphomes non-hodgkiniens. - o 7
1.3.2. Génes associés a la métastasie du lymphome. 9
1.3.3. Modéles expérimentaux murins. 9
2. Galectines. 12
2.1. Structure et distribution. 12
2.2. Régulation de I’expression. 16
2.2.1. Galectine-1 : un prototype pour les études de la régulation transcriptionnelle chez les
galectir]es. 16
2.2.2. Eléments transcriptionnels impliqués dans | ‘expression de la Galectine-3. 17
2.2.3. Eléments transcriptionnels impliqués dans la régulation des autres galectines. 18
2.3. Fonctions des galectines. 19
2.3.1. Fonctions intracellulaires. 20
2.3.2. Fonctions extracellulaires. 22
2.4. Implication des galectines dans le cancer. 31
2.4.1. Progression tumorale. 31
2.4.2. Métastasie. 33
3. Galectine-7. 41
3.1. Structure et distribution. 41
3.2. Régulation de ’expression. 42
3.3. Fonctions. 45
3.4. Implication dans le cancer. 49

v



4. Métalloprotéinase de la matrice-9 (MMP-9). 52

4.1. Structure et expression. 54
4.2. Fonctions. 55
4.3. Implication dans le cancer. 60
4.3.1. Role de la MMP-9 tumorale. 60

4.3.2. Réle de la MMP-9 du stroma. 61

4.3.3. MMP-9 dans le lymphome. 62

5. Méthylation de I’ADN. 64
5.1. Les méthyltransférases de I’ADN. 64
5.2. Inhibition de la transcription par la méthylation. 67
5.3. Méthylation et cancer. 69
CHAPITRE 1 72
Résumé 73
Conclusion 80
CHAPITRE 2 81
Résumé 82
Conclusion 89
CHAPITRE 3 90
Résumé 91
Conclusion 121
DISCUSSION GENERALE 122
1. Importance de la découverte de la galectine-7 dans la progression tumorale. _ 123
2. La galectine-7 : un point de départ. 129
3. Futur potentiel de la galectine-7. 132
CONCLUSION GENERALE 136
ANNEXES 138
REFERENCES 202
LISTE DES PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS 232




LISTE DES FIGURES

REVUE DE LITTERATURE

Figure 1 : Le processus métastatique. 4
Figure 2 : La famille des galectines. 15
Figure 3 : Fonctions intracellulaires et extracellulaires des galectines. 29
Figure 4 : Propriétés adhésives et anti-adhésives des galectines. 30
Figure 5 : Réles des galectines dans le processus métastatique. 39
Figure 6 : Promoteurs murin et humain de la galectine-7. 44

Figure 7 : Fonctions associées a la galectine-7 dans les épithéliums stratifiés. 48

Figure 8 : Les gélatinases. 53

Figure 9 : Mécanismes d’inhibition de la Iranscription par la méthylation. 68

CHAPITRE 1
Figure 1 : Expression of galectin-7 transfectants and effect on thymic lymphoma growth.
76
Figure 2 : Galectin-7 expression increases lymphoma dissemination. 76
Figure 3 : Histology of liver and kidney metastasis. 77
Figure 4 : Galectin-7 expression overcomes resistance of ICAM-1 deficient mice. ___ 78
Figure 5 : Galectin-7 induces MMP-9 expression in lymphoma cells. 78
Figure 10 : Evolution du lymphome vers un phénotype agressif. 80
CHAPITRE 2

Figure 1 : Inhibition of galectin-7 expression in antisense transfectants. 84

Figure 2 : Inhibition of mmp-9 gene expression in lymphoma cells transfected with the
antisense specific for galectin-7. 84

Figure 3 : Decreased dissemination of lymphoma expressing galectin-7 antisense. &

Figure 4 : Expression of galectin-7 in lymphoid tumors collected from mice at necropsy.

85
Figure 5 : Quantitative expression of galectin-7 in human lymphoid malignancies. 86
Figure 11 : La galectine-7 une cible thérapeutique potentielle. 89

vi



CHAPITRE 3

Figure 1 : Analysis of galectin-7 expression in lymphoma cells. 115

Figure 2 :p53 does not correlate with galectin- 7expression in lymphoma cells. 116
Figure 3 : Methylation status of galectin-7 promoter in lymphoma cells. 117
Figure 4 : Galectin-7 is expressed in human cancer cells with impaired methylation. 118
Figure 5 : Mutation of CRE-BP bindling site repressed galectin-7 gene activation. 119
Fligure 6 : Snduction of galectin-7 expression Jollowing dibutyryl cAMP treatment. _ 120

Figure 12 : L expression de la galectine-7 est induite par I’hypométhylation de I’ADN et
I"AMP cyclique. 121

vii



LISTE DES TABLEAUX

REVUE DE LITTERATURE
Tableau I : Utilisation de transfectants dans I’étude des galectines dans le cancer. 40
Tableau 11 : Associations pro- et anti-tumorales de la galectine-7. 51

Tableau III : Inducteurs, suppresseurs et substrats de MMP-9. 59

viii



LISTE DES ANNEXES

Annexe A : Upregulation of galectin-7 in murine lymphoma cells is associated with

progression toward an aggressive phenotype. 139
Annexe B : New roles for matrix metalloproteinases in metastasis. 149
Annexe C : Expression de la galectine-7 par les transfectants 4T1. 181
Annexe D : La galectine-7 diminue la survie des souris. 182
Annexe E : La galectine-7 favorise la dissémination aux poumons. 183

Annexe F : Les carcinomes mammaires humains expriment la galectine-7. 184

Annexe G : The role of DNA hypomethylation in the control of stromelysin gene

expression. 185
Annexe H : Triggering of T cell leukemia and dissemination of T cell lymphoma in MMP-
9 deficient mice. 193
Annexe I : L’absence de MMP-9 chez I’héte diminue le potentiel agressif des cellules

surexprimant la galectine-7. 200

Annexe J : La galectine-7 inhibe la croissance sous-cutanée du lymphome. 201

ix



LISTE DES ABBREVIATIONS

ADN : Acide déoxyribonucléique

ADNc : Acide déoxyribonucléique complémentaire
ARN : Acide ribonucléique

S-aza-Cdr : 5-aza-2-désoxycytidine

CRD : Domaine de reconnaissance des hydrates de ca bone
Cre : Cyclic AMP response element

DNMT : DNA methyltransferase

ICAM : Intercellular adhesion molecule

LNH : Lymphome non-hodgkinien

5-mC : 5-méthyl-cytosine

MEC : Matrice extracellulaire

ml : millilitre

mM : millimolaire

MMP : Métalloprotéinase de la matrice

rGall : Galectine-1 recombinante

rhGal7 : Galectine-7 recombinante humaine
rmGal7 : Galectine-7 recombinante murine

Kg : microgramme

pl : microlitre

UM : micromolaire



CONTRIBUTION DES AUTEURS

J’ai effectué tous mes travaux de thése sous la direction du Dr. Yves St-Pierre,
réalisé la majorité des expériences et rédigé les manuscrits décrits dans les trois chapitres.

J’ai aussi effectué les expériences faisant partie des annexes de ma thése.

Dans le premier chapitre traitant d’une nouvelle fonction de la galectine-7, j’ai
effectué toutes les expériences et la rédaction du manuscrit sous la supervision du Dr.

Yves St-Pierre.

Dans le deuxiéme chapitre concernant le potentiel thérapeutique de la galectine-7,
J’ai proposé et réalisé la stratégie antisense ainsi que les expériences subséquentes avec le
modeéle expérimental murin. Les échantillons de néoplasmes lymphoides proviennent de
la Banque de cellules leucémiques du Québec gracieusement offerts par le Dr. Josée
Heébert. La quantification de I’expression de Ia galectine-7 dans les néoplasmes
lymphoides par PCR en temps réel a été effectuée par Katherine Biron-Pain, étudiante
aux études supérieures dans le laboratoire du Dr. Yves St-Pierre. Ces expériences ont été
réalisées sous la supervision du Dr St-Pierre et de moi-méme. La rédaction du manuscrit
s’est faite conjointement avec le Dr. Josée Hébert et par la lecture critique de tous les

auteurs.

Finalement, dans le troisiéme chapitre concernant les mécanismes de régulation
transcriptionnelle de la galectine-7, j’ai réalisé toutes les expériences a 1’exception de la
stimulation des cellules de cancer du sein avec I’agent déméthylant qui a été effectuée par
Katherine Biron-Pain. Plusieurs expériences dans la recherche de modele de transfections
transitoires ont aussi été réalisées par Julie Couillard, étudiante aux études supérieures
dans le laboratoire du Dr St-Pierre. Le séquencage de p53 de nos cellules de lymphomes
a ¢été effectué par Ambra Mari-Giglia sous la supervision du Dr. Thierry Magnaldo a

IInstitut Gustave-Roussy en France.

xi



REVUE DE LITTERATURE



1. Processus métastatique.
La métastasie est un processus multiséquentiel se déroulant en plusieurs étapes ou

les cellules cancéreuses vont subir des changements dans I’expression de leurs genes
suite, entre autres, aux interactions avec la matrice extracellulaire (MEC), les cellules
endothéliales, les cellules péritumorales et les facteurs microenvironnementaux (Figure
1). Ces interactions influencent la modulation de I’expression de certains génes qui
peuvent étre impliqués dans la migration cellulaire, la prolifération cellulaire, la survie de
la cellule, les interactions cellule-cellule ou cellule-matrice, I’angiogenése (formation de
nouveaux vaisseaux sanguins) ou encore dans les mécanismes d’évasion permettant

d’échapper au systéme immunitaire.

1.1. La dissémination, un processus multiséquentiel.
Lors de dissémination, la cellule cancéreuse doit se détacher de la tumeur primaire

puis migrer au travers la MEC. Cette étape nécessite la modulation des interactions
cellule-cellule et de 1’adhésion cellule-matrice, en plus de la dégradation de la MEC
permettant la migration et I’invasion. La cellule cancéreuse doit ensuite migrer au travers
des cellules endothéliales et pénétrer les vaisseaux sanguins et/ou lymphatiques. La
cellule cancéreuse échappe 4 la circulation (extravasation) et migre en direction d’un site
secondaire afin de s’y établir. Durant Iextravasation, elle rencontre un
microenvironnement différent de celui de la tumeur primaire et doit donc s’adapter afin
de survivre et de coloniser le tissu secondaire. Plusieurs travaux ont démontré que 1’étape
limitante dans la formation de métastases se déroule lors des étapes post-extravasation [1-
4]. Plusieurs génes ont été impliqués a chacune des ¢tapes du processus métastatique,
mais les diverses études démontrent que ’expression d’un géne donné bien qu’il soit
nécessaire est souvent insuffisant pour soutenir le processus meétastatique dans son
ensemble. Parmi ceux-ci, une variété d’oncogenes ont été impliqués dans le processus
métastatique. Par exemple, des mutations des petites protéines de liaison au GTP de la
famille Ras sont fréquemment observées dans une variété de tumeurs humaines et leur
expression dans divers types cellulaires leur confére un phénotype métastatique [5, 6]. La
perte du gene suppresseur de tumeur Nf2 a été impliquée dans le processus métastatique,
entre autres, suite a la génération de souris déficientes Nf2” qui développent des
métastases [7]. Des molécules d’adhésion, dont celles de la famille des cadhérines, qui
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constituent les jonctions adhérentes et permettent I’adhésion cellule-cellule, sont aussi
impliquées dans la métastasie [8]. C’est le cas de la E-cadhérine, dont la perte
d’expression provoque une diminution de ’adhésion cellule-cellule et qui est fortement
associée a la progression du phénotype invasif/métastatique [9]. Une expression aberrante
de plusieurs membres de la famille des MMP (metalloprotéinases de la matrice) a
¢galement été observée dans une variété de cancers, souvent en association avec des
caractéristiques invasives et métastatiques [10-12]. L’adhésion & la MEC est une étape
fondamentale & I’invasion et 4 la migration cellulaire. Les intégrines sont une des familles
de molécules d’adhésion qui permettent I’adhésion a la matrice et 3 la membrane basale
lors du processus métastatique. Plusieurs intégrines ont été impliquées dans le processus
métastatique [13]. Dépendamment de la composition de la MEC des différents tissus et
de I’expression de diverses intégrines par les cellules cancéreuses, plusieurs d’entre elles
peuvent €tre utilisées lors de I’invasion et la migration cellulaire. Par exemple, dans les
mélanomes humains, il a été démontré que I"augmentation de I’expression des intégrines
o3P est corrélée au potentiel métastatique et a I’invasion tumorale [14]. De plus, afin
d’échapper au flux sanguin et d’extravaser hors des capillaires vers 1’organe cible, les
cellules tumorales doivent adhérer a I’endothélium. Les sélectines exprimées a la surface
de I’endothélium entrainent une adhésion hétérophilique faible avec les oligosaccharides
en surface de la cellule tumorale ce qui permet un ralentissement. Ce dernier favorise une
interaction subséquente plus forte entre d’autres molécules d’adhésion (intégrines,
ICAMs) et les signaux engendrés par ces interactions permettent 1’extravasation des
cellules cancéreuses et leurs conférent des propriétés invasives [15]. L’extravasation des
cellules cancéreuses est aussi influencée par le microenvironnement de certains tissus
secondaires, qui semble régir la nidification des cellules tumorales 2 des sites spécifiques

[16].



Figure 1: Le processus métastatique. Lorsqu’une tumeur primaire atteint environ
un million de cellules, un apport insuffisant en oxygene et nutriments provoquent la mort
des cellules cancéreuses situées 3 I'intérieur de la masse tumorale. Dans les tumeurs
malignes, les cellules sécrétent des facteurs favorisant I’angiogenése et leur migration a
travers la matrice et 4 D'intérieur des vaisseaux sanguins ou encore des vaisseaux
lymphatiques (1). En général, un peu moins de 1/10 000 cellules s’échappant de la tumeur
primaire survivent et acquiérent le potentiel de s’établir 4 un organe distant pour former une
tumeur secondaire. Dans les vaisseaux sanguins les cellules doivent adhérer aux cellules
endothéliales ce qui entraine une activation bidirectionnelle, stimulant 1’expression de geénes
nécessaire pour I’extravasation (2). Les interactions entre les cellules cancéreuses avec la
matrice extracellulaire, les cellules endothéliales et péritumorales et les facteurs
microenvironnementaux exercent une pression sélective qui favorise 1’émergence de
cellules qui ont la capacité de survivre et s’établir dans un nouvel endroit (3). La cellule doit
donc exprimer des génes qui lui permettent, non seulement de proliférer en générant des
facteurs de croissance solubles a partir de la matrice extracellulaire (4), et en stimulant
I"angiogenése (5), mais de survivre et d’échapper au systéme immunitaire (6) [299].
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1.2. Théories d’évolution.
Une tumeur peut étre décrite comme une population de cellules individuelles

génétiquement et épigénétiquement hétérogenes, progressant dans un environnement
particulier. En 1976, Nowell définissait le cancer en tant que processus évolutionnaire
[17]. L’évolution clonale sélectionne généralement les cellules qui seront capables de
proliférer et survivre, et par le fait méme, qui possede des capacités de dissémination. Les
altérations génétiques et épigénétiques bénéfiques des cellules tumorales, qui leur
permettent de croitre, sont donc attribuées suite & leurs interactions avec les cellules et les
facteurs microenvironnementaux qui les entourent. Il a été estimé que I’ADN de cellules
de carcinomes du cdlon possédait environ 11000 altérations génétiques comparativement
a P’ADN normal [18]. Le grand nombre de modifications génétiques suggére que la
majorité des altérations n’a aucune influence sur la progression tumorale alors que
plusieurs sont bénéfiques [19]. A ce jour, seulement 1% de nos génes codants, plus de
350 genes, sont connus, en tant que mutants, pour contribuer a 1’évolution clonale [20].
De plus, il existe des évidences que plusieurs clones peuvent coexister dans la méme
tumeur [21], ce qui corrobore le fait que la majorité des modifications n’influence pas la
progression. Des changements dans les motifs de méthylation peuvent aussi altérer
’expression des génes. Comme le taux de méthylation parait étre plus rapide que celui
des mutations génétiques, il semble que les phénomeénes épigénétiques, plutdt que
geénétiques, pourraient étre impliqués dans I’initiation de la progression tumorale [22, 23].

Les altérations génétiques et épigénétiques générent des variations clonales
héréditaires et sont responsables de la sélection naturelle qui confére a certains clones un
avantage sélectif. Les mutations vont donc lui permettre de proliférer, survivre et générer
une population de cellules & son image, possiblement de fagon plus rapide [19]. Les
mutations peuvent aussi apparaitre lors de I’invasion des cellules tumorales suite a des
réponses aux facteurs environnementaux. Le processus meétastatique requiert que les
cellules quittent la tumeur primaire, mais comme seulement quelques cellules ont la
capacité de s’établir dans un organe distant, il est possible de croire que les cellules
¢migrantes de la tumeur primaire n’ont pas obligatoirement un phénotype métastatique
pré-établi et que les modifications génétiques et/ou épigénétiques peuvent survenir lors

de la dissémination. De plus, la formation de métastases dépend des multiples
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interactions entre les cellules métastatiques et les cellules de I’hote. Selon I’hypothése du
Seed and Soil, I’habileté d’une cellule tumorale & croitre en un organe spécifique est
influencée par les facteurs microenvironnementaux [24]. Certains groupes de geénes
impliqués dans la modulation de I’angiogenése, de la prolifération et du phénotype
invasif/métastatique ont été identifiés comme étant régulés par les facteurs
microenvironnementaux spécifiques a ’organe [16]. Par exemple, lorsque des cellules de
carcinome du cdlon sont implantées en des sites ectopiques ou orthotopiques du célon, il
y a croissance tumorale. Par contre, la présence de métastases n’est observée que lors de
I'implantation orthotopique. Dans certains types de tumeurs, il a été démontré que la
différence dans la formation de métastases est directement corrélée i la production
d’enzymes de dégradation de la MEC, comme la MMP-9, par la cellule tumorale suite a
I’interaction avec I’environnement orthotopique [25]. Les facteurs présents dans ce
microenvironnement favorisent la capacité d’invasion et ainsi la formation de métastases
par les cellules de carcinome du célon alors que les facteurs ectopiques en sont
incapables. De plus, des cellules épithéliales mammaires peuvent se développer en
carcinome invasif dans un environnement qui mimique un stroma activé par la
surexpression de HGF (hepatocyte growth factor) et/ou TGF -B1 (transforming growth
Jactor-BI) [26]. L’environnement péritumoral peut donc favoriser la progression du

phénotype agressif des cellules tumorales.

1.3. Lymphomes : Modéles d’études
Les lymphomes sont des cancers provenant du systéme lymphatique. Ils résultent

de la transformation maligne des lymphocytes. Son développement débute généralement
dans les nceuds lymphatiques ou autres parties du systéme immunitaire et peut se
propager d’un organe & I’autre. Les leucémies lymphocytiques, quant a elle, proviennent
de la moelle et envahissent le systéme sanguin. Les lymphomes sont divisés en deux
catégories majeures soit les lymphomes de Hodgkin et les lymphomes non-hodgkiniens
(LNH). Les lymphomes de Hodgkin se distinguent des autres lymphomes par la présence
d’un type cellulaire particulier, les cellules de Reed-Sternberg. Ils ont aussi un motif
d’invasion distinct, ils se développent dans des nceuds lymphatiques d’une partie du corps

et lorsque la maladie progresse, ils tendent & migrer au niveau du systéme lymphatique le
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plus prés, suivant lentement leur chemin jusqu’a I’invasion des poumons, du foie, des os
et de la moelle osseuse. Le lymphome de Hodgkin fut un des premiers néoplasmes a étre
traitée par chimiothérapie et radiothérapie. Actuellement, les chances de rémission et de
survie suite aux traitements sont excellentes [27, 28]. Au contraire, les LNH sont
caractérisés par une croissance anarchique et démesurée provoquant une dissémination
systémique précoce [29]. Au Canada, il a été estimé qu’environ 6100 nouveaux cas de
LNH allaient étre diagnostiqués cette année et 3100 individus allaient en décéder

(www.cancer.ca). Depuis quelques années, les recherches tendent a identifier les

mécanismes moléculaires qui régulent la transformation des leucocytes normaux en
cellules cancéreuses. Le développement de modéles expérimentaux reproduisant la
progression tumorale en contexte physiologique sont en fait des outils trés efficaces pour

I’identification de nouvelles cibles et marqueurs thérapeutiques.

1.3.1. Les lymphomes non-hodgkiniens.
Les LNH regroupent plusieurs entités distinctes de maladies provenant de

différents types cellulaires. Ils ont chacun des caractéristiques particuliéres, notamment
au point de vue de leur épidémiologie, étiologie, leurs particularités cliniques, réponses
aux traitements et valeurs pronostiques. Selon le World health organisation (WHO), les
LNH ont été classés en 3 sous-groupes soit; les néoplasmes des cellules B, des cellules T
et des cellules NK, et ce selon leurs caractéristiques morphologiques,

immunophénotypiques et moléculaires [29)].

Lymphomes de cellules B.

Les lymphomes de cellules B représentent plus de 80% des LNH. La diversité des
sous-types refléte la lymphomagenése aux différents stades de maturation des cellules B.
Les néoplasmes possedent donc les caractéristiques phénotypiques et génotypiques du
stade de maturation de la cellule B de laquelle ils émergent [30]. Les lymphomes
lymphocytiques de cellules B et les lymphome de cellules du manteau sont considérés
comme étant dérivés de cellules CD5+ B naives résidant dans les follicules lymphoides.
Les lymphomes provenant de cellules du centre germinal sont les lymphomes a cellules B

larges et diffuses et les lymphomes de Burkitt. Les lymphomes folliculaires seraient issus
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des centroblastes et centrocytes ayant échappé & 1’apoptose et surexprimant BCL2 et les
lymphomes de cellules B de zone marginale proviendraient de la transformation de

cellules B mémoires [29].

Lymphomes de cellules T et NK.

Les lymphomes originaires de cellules T et NK constituent environ 10-15% des
LNH en Amérique. Les lymphomes T & large cellule anaplasique ont des particularités
cytologiques et immunophénotypiques spécifiques alors que les lymphome T
périphériques regroupent une collection hétérogéne de lymphome ne pouvant étre
Jumelés en des sous-types mieux définis [29]. On distingue aussi les lymphomes T
cutanés. Pour ce qui est des lymphomes provenant de cellules NK, ils sont classés en 3

types cliniques, soit le type nasal, non-nasal et les leucémies agressives de cellules NK

[31].

Stade d’évolution.

Le stade d’évolution des LNH a d’abord été déterminé par I’utilisation de la
classification des lymphomes Hodgkiniens selon la classification d’Ann Arbor [32]. Le
systeme est basé sur la distribution et le nombre de sites atteints. Le stade I implique
I"atteinte d’une seule région de nceuds lymphatiques, le stade II se référe 4 I’atteinte d’au
moins deux régions en un méme coté du diaphragme, le stade III est caractérisé par
Iatteinte de plusieurs régions des deux cotés du diaphragme alors que le stade IV
représente une dissémination aux organes extra-lymphatiques [33]. Comme la
classification d’Ann Arbor a été établie en fonction de la progression de lymphomes de
Hodgkin, caractérisée par une progression relativement lente contrairement & la
dissémination anarchique des LNH, un index international de pronostic a €té proposé.
L’index est basé sur des facteurs concernant le patient et la maladie, tel I’4ge, un stade
avancé de la maladie (IIl ou IV), une concentration sérique de lactate déshydrogénase

supérieure a la moyenne et I’atteinte d’au moins deux sites extranodulaires [33].



1.3.2. Génes associés a la métastasie du lymphome.
Depuis quelques années, la recherche sur les mécanismes moléculaires régulant la

transformation de leucocytes normaux en cellules cancéreuses a permis d’identifier
plusieurs genes dont I’expression est modifiée lors de la transformation maligne. Parmi
ceux-ci, on retrouve des génes de régulation, comme p53, bcl-2 et bcl-6, cyclin D2, et
myc, qui controlent les voies cellulaires reliées a ’apoptose, la réparation de I’ADN, et le
cycle cellulaire [34-38]. Parmi les génes ayant été associés avec le phénotype agressif des
cellules lymphomateuses, on retrouve Tiam-1 [39], des génes codant pour des molécules
d’adhésion [40-43], des protéases de la MEC et leurs inhibiteurs [44, 45], et des facteurs

de croissance et leur récepteurs [46, 47].

1.3.3. Modéles expérimentaux murins.
Les caractéristiques physiologiques des souris et des humains sont trés

semblables. En 1937, le magazine Life proclama que le cycle de vie de la souris était le
méme que celui de I’homme en miniature [48]. Depuis, le décryptage et 1’analyse des
génomes humains et murins ont permis d’identifier qu’environ 99% des genes sont
semblables [49]. De plus, nous partageons avec les souris des maladies communes, tel le
diabete, I’artériosclérose, 1’hypertension, 1’obésité en plus du cancer et bien d’autres.
Leur petite taille, leur courte période de gestation et les informations génétiques
disponibles font de la souris un modéle de prédilection pour I’étude génétique,
moléculaire et cellulaire des maladies humaines. Au niveau du cancer, plusieurs modéles
ont été développés et permettent d’élucider non seulement les mécanismes moléculaires
associés a la progression de la maladie, mais aussi I’identification de cibles
thérapeutiques potentielles ainsi que les effets engendrés par différents traitements. Parmi
les modeles expérimentaux de lymphome on retrouve, entre autres, des cellules provenant
de modeles de souris transgéniques ou générées suite a 1’induction d’un lymphome

thymique.

Souris transgéniques.
L’utilisation de plusieurs lignées transgéniques par le groupe de Paul Jolicoeur a

récemment permis de définir quelques mécanismes moléculaires responsables de la



progression du lymphome. D’abord, la génération de souris surexprimant c-myc sous le
controle du LTR (long terminal repeat) de MMTV (mouse mammary tumor virus) a
démontré que cela représentait un bon modéle d’étude pour le développement spontané
de lymphome thymique chez 100% des animaux, et ce en 90-130 Jjours [50]. La longueur
du temps de latence avant le développement tumoral fit cependant croire que le proto-
oncogene c-myc n’était pas suffisant pour I’initiation de la transformation et que d’autres
évenements génétiques devaient collaborer. Par insertion de mutations provirales, suite a
I'infection des souris transgéniques avec un rétrovirus, ils identifiérent Notchl comme
étant un geéne cible pouvant étre impliqué dans le développement de tumeurs [51]. La
geénération de souris transgéniques surexprimant la forme sauvage et plusieurs formes
mutées de Notchl sous le contrdle du géne cd4 chimérique, contenant un fragment du
geéne cd4 humain et le enhancer du géne cd4 murin, a permis I’expression constitutive de
Notchl ou ses mutants dans les cellules CD4+ [52, 53]. L’analyse comparative de ces
souris transgéniques surexprimant a permis d’identifier que certaines mutations
provoquaient un déréglement de la prolifération des lymphocytes et pouvaient a elles

seules induire le développement spontané d’un lymphome thymique [53].

Induction d’un lymphome thymique.

La lignée cellulaire L5178Y est a I’origine du modéle présentement utilisé par le
groupe d’Achim Kruger. Cette lignée dérive d’un lymphome thymique induit dans une
souris DBA/2 par le méthylcholanthréne [54]. L’établissement de variants métastatiques
spontanés leur permis de générer la lignée ESb provenant de la fusion cellulaire avec un
macrophage [55]. L’injection intradermique des cellules ESb dans des souris
syngénéiques entraine la formation de métastases aux poumons, ce qui leur a permis
d’obtenir une lignée encore plus agressive, la lignée ESb-L [55]. De fagon & pouvoir
détecter leurs cellules et quantifier les métastases spontanées au foie et a la rate, ils ont
introduit le géne bactérien LacZ dans leurs cellules [56]. IIs ont pu démontrer que
Iinjection intraveineuse des cellules entrainait la formation de plusieurs colonies
métastatiques au foie et que ce processus corrélait avec une augmentation de 1’expression
de mmp-9 [57], un géne préalablement associé avec les LNH [58]. L’injection des

cellules dans des souris déficientes pour Timp-1, I’inhibiteur naturel de MMP-9, exprimé
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dans les cellules stromales dans les cas de LNH avancés, leur permis d’observer que les
niveaux de Timp-1 dans les tissus prédéterminaient le développement et la progression
des lymphomes T [44, 59]. De plus, leur modéle a permis d’identifier des inhibiteurs
pouvant réduire la progression du cancer chez la souris [57, 60, 61]. L’utilisation d’un
modéle de lymphome trés agressif, et causant 100% de mortalité chez les souris
inoculées, leur a aussi permis d’établir des mécanismes moléculaires apparentés aux

cancers humains et d’évaluer plusieurs inhibiteurs anti-cancéreux ayant un fort potentiel

thérapeutique.

Le modéle de Kaplan.

Suite aux bombardements d’Hiroshima et de Nagasaki, on retrouva chez la
population exposée aux radiations une prévalence anormalement élevée de lymphome
thymique. Dans le but d’étudier les mécanismes impliqués dans la maladie, Kaplan et ses
collaborateurs ont développé un modéle de lymphome en irradiant des souris avec de
faibles doses de rayons X [62]. Le traitement induit le développement d’un lymphome
thymique en quelques semaines et il est possible de récupérer les cellules cancéreuses et
de les maintenir en culture [62]. Ce modéle a mené, entre autres, a I’identification des
rétrovirus en tant qu’agent causal lors du développement de certains lymphomes et a
mieux définir et caractériser les stades préleucémiques de la progression du lymphome
[63, 64].

Notre laboratoire s’est basé sur le modéle de Kaplan afin de générer des lignées
cellulaires de lymphome T, notamment & partir de souris transgéniques et pour le
développement de variants agressifs. Lorsque ces cellules sont injectées dans le thymus
de jeunes souris syngénéiques, elles provoquent le développement d’un lymphome
thymique habituellement sans métastases en d’autres organes [15]. Les cellules peuvent
aussi €tre injectées par voie intraveineuse, une injection suite a laquelle on retrouve
généralement la présence de métastases au foie, & la rate et aux reins [15]. Les lignées
cellulaires 164T2 et 267 ont donc été générées par culture in vitro d’un lymphome
thymique induit suite & I’irradiation de souris C57BL\Ka [65]. Des variants agressifs de

ces cellules ont aussi été établis suite a plusieurs passages in vivo [66]
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2. Galectines.
Plusieurs évidences suggérent un réle central des galectines dans le cancer,

I'immunité, I’inflammation et le développement, mais aucune représentation globale de
leur activité biologique spécifique n’a encore été démontrée. En fait, les galectines sont
fonctionnellement bi- ou multivalentes gérant ainsi une multitude de processus
biologiques qu’elles soient exprimées a I’intérieur ou a I’extérieur de la cellule. De plus,
comme leur nom I'indique, les galectines font parties de la classe des lectines, i.e. des
protéines se liant avec plus ou moins de spécificité & des hydrate de carbone fixés sur
leurs ligands via la présence de domaine CRD (carbohydrate recognition domain). Les
galectines sont classées parmi les lectines de type S & cause de la présence d’un
groupement thiol libre, ce qui les distingue des sélectines, une famille de lectines de type
C et dont la liaison & leurs ligands est dépendante de la présence de calcium. Les
galectines sont donc des protéines qui lient des structures d’hydrates de carbone
specifiques, et peuvent ainsi reconnaitre des glycoconjugués particuliers parmi le vaste
¢ventail exprimés par les tissus animaux. Néanmoins, les questions concernant la
spécificité des récepteurs, leurs nombres sur un type de cellule spécifique, de méme que

les implications biologiques demeurent largement méconnues.

2.1. Structure et distribution.
Préalablement connue sous le nom de B-galactoside binding animal lectins, le

terme galectine a été introduit en 1994 par le groupe de Barondes et al [67]. lls
proposerent de désigner les membres de la famille des galectins selon deux critéres :
posséder une affinité pour les B-galactosides et avoir une similarité de séquence dans le
domaine de reconnaissance des hydrates de carbone ayant ¢€té identifié par
cristallographie & rayon X [68]. C’est ainsi que les galectines sont maintenant définies
comme des protéines possédant au moins un domaine de reconnaissance des hydrates de
carbone et ayant une affinité pour les B-galactosides [69, 70]. Le CRD des galectines
forme un B-sandwich d’environ 135 acides aminés dont les deux feuillets sont légérement
voltés avec six brins formant le coté concave et cinq brins formant le c6té convexe [70].
Jusqu’a ce jour, on dénombre chez les mammiféres 14 membres (galectine-1a 10 et 12 a

15). Les galectines-1, -2, -3, -4, -7, -8, -9 et -12 ont des orthologues chez ’humain, la
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souris, le rat et les autres mammiféres. Par contre, la galectine-5 a été identifiée
seulement chez le rat et se trouve étre homologue 4 I’extrémité C-terminal du CRD de la
galectine-9 du rat. La galectine-6 a été retrouvée chez la souris et dénote une forte
ressemblance a la galectine-4 murine, alors que les galectine-10 et -13 humaines n’ont
trouvé aucun orthologue chez la souris ou le rat [70].

Selon le nombre et 1’organisation de leurs domaines CRD, les galectines sont
regroupées en 3 sous-types : proto-type, chimére ou tandem répété (Figure 2) [71]. Le
domaine CRD n’est associé avec aucun autre type de domaine protéique défini, mais
seulement de courts ou longs peptides relativement flexibles. Il peut agir seul ou en
association avec un autre domaine CRD et donc les galectines ont la caractéristique de
pouvoir étre retrouvées sous forme de monomeres, diméres ou encore oligomeéres. Par
exemple, la galectine-1 peut se présenter sous forme de monomére ou d’homodimeére
non-covalent. En fait, elle peut étre retrouvée sous forme de dimére en solution mais elle
se dissocie spontanément sous forme monomérique & faible concentration [72, 73]. Peu
importe la forme sous laquelle la galectine-1 se présente, elle préserve sa capacité a lier
les hydrates de carbone, bien que la forme monomeérique s’associe avec une plus faible
affinité [74]. La galectine-3 a aussi une activité bi- ou multivalente. Il a été démontré in
vitro que son CRD de méme que son domaine N-terminal, seraient impliqués dans la
formation de multiméres [75]. De par leur structure, on peut donc considérer les
galectines comme des protéines fonctionnellement multivalentes.

Les galectines sont localisées dans le cytosol et ont la capacité d’étre sécrétées ou
transloquées au noyau ou a d’autres compartiments cellulaires. Toutes les galectines ne
possédent pas de peptide signal typique et sont donc sécrétées par une voie non-classique,
c’est-a-dire qu’elles ne traversent pas le réseau réticulum endoplasmique-appareil de
Golgi. Le mode de sécrétion atypique est donc une caractéristique des galectines, mais le
mécanisme par lequel les galectines sont sécrétées reste encore méconnu. Des évidences
suggerent que la galectine-1 pourrait étre exportée de fagon directe via une translocation
du cytoplasme au travers de la membrane cellulaire en association avec un récepteur,
alors que la galectine-3 serait transportée par des exosomes dérivés de corps

multivésiculaires [76, 77].
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Pour ce qui est de leur distribution tissulaire, le motif d’expression des galectines
varie chez les différents tissus de I’adulte, il est modulé au niveau du développement et
de la différenciation, et est dramatiquement altéré lors de transformation néoplasique et
autres processus pathologiques. 11 a été démontré que les galectines-1, -3, -4, -6 et -7
étaient exprimés lors du développement et chacune semble impliquée a des stades
spécifiques [78]. Outre la galectine-1 qui semble exprimée tout au long du processus
embryogénique, mais dont I’expression semble en majorité restreinte aux tissus d’origine
mésodermiques, on retrouve spécifiquement 1’expression de la galectine-3 lors du
processus de formation osseuse et les galectines-4 et -6 lors de la morphogenése
intestinale [79]. Néanmoins, I’ablation génétique des galectines chez la souris ne semble
pas affecter de fagon significative leur développement [78].

A ce jour, les études chez I’adulte sur les galectines ont démontré que le motif
d’expression de certaines d’entre elles, comme la galectine-3, peut s’observer chez les
cellules du systéme immunitaire (cellules T activées, cellules T CD4*/CD25", monocytes
et macrophages, mastocytes), chez les cellules constituant les tissus du systeme digestif,
de méme qu’aux cellules de la peau (kératinocytes), des ovaires et des ostéoblastes [80-
88]. Il en est de méme pour la galectine-1 que I’on retrouve dans les cellules B et T
activées, I’épithélium olfactif, les ostéoblastes, et les muscles lisses et squelettiques [67,
89-92]. Par contre, d’autres galectines ont un motif d’expression plus restreint comme la
galectine-10 exprimée surtout dans les leucocytes (éosinophiles, basophiles et
lymphocytes) [93, 94], alors que d’autres comme la galectine-12 et -14 sont
specifiquement retrouvées dans les tissus adipeux et €osinophiles, respectivement [95,
96]. Une altération de I’expression des galectines est souvent retrouvée dans des
conditions pathologiques comme les désordres inflammatoires aigus et chroniques et

plusieurs cancers, et sera discutée dans les sections suivantes.
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Figure 2: La famille des galectines. Structure des 14 membres des
galectines comprenant au moins 1 domaine de reconnaissance des
hydrates de carbone et ayant une affinité pour les f-galactosides.
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2.2. Régulation de I’expression.
La modulation de I’expression des galectines semble hautement régulée lors du

développement mais aussi lors de la différenciation. Par exemple, les galectines-1 et -3
démontrent un patron d’expression spécifique lors de la différenciation placentaire, ou
une diminution de I’expression de la galectine-3 corréle avec le transit prolifératif versus
migratoire [97]. 1l en est de méme pour la galectine-12 dont ’expression est augmentée
lors de I’arrét de croissance induite par inhibition de contact dans un modele de
différenciation adipocytaire in vitro, moment correspondant & [D’initiation de la
différenciation par les préadipocytes [98]. Dans la section suivante, nous allons aborder

les mécanismes transcriptionnels impliqués dans I’expression des galectines.

2.2.1. Galectine-1 : un prototype pour les études de la régulation transcriptionnelle
chez les galectines.

La premiére caractérisation de la région régulatrice des galectines fut celle de la
galectine-1. En 1995, Salvatore et a/ démontraient, par transfections transitoires, que la
séquence minimale pour I’activité du promoteur murin de la galectine-1 variait de -
50/+50 relativement au site d’initiation de la transcription [99]. De plus, ils identifiérent
que la présence de deux sites Spl entourant les nucléotides -50 et -60 augmentait
modérément 1’activité transcriptionnelle, soulevant I’hypothése que d’autre élément
étaient impliqués dans la transcription basale. Ils démontrérent que I’activité basale était
régulée par deux autres éléments, I’un en amont, adjacent a une boite TATA et I’autre en
aval de +10 & +50 nucléotides. D’autres études transcriptionnelles démontrérent a 1’aide
plusieurs fragments du promoteur de la galectine-1 que le site Sp1 a la position -57 était
responsable de I’induction de la galectine-1 par I’acide butyrique [100]. L’induction de la
galectine-1 par 1’acide rétinoique impliquerait, quant a elle, une région plus éloignée
localisée de -1578 a -1448 nucléotides [101]. Plus tard, un deuxiéme site d’initiation de la
transcription situé 4 +31 nucléotides fut identifié, régulant la transcription d’un autre
ARNm codant pour la méme protéine [102]. Ce phénoméne semble étre régulé par le
recoupement de I’élément Inr et de la boite TATA.

L’implication de la méthylation dans la régulation du geéne de la galectine-1 fut

pour la premiére fois démontré par la stimulation avec ’agent inhibiteur de méthylation
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la 5°-azacytidine [103]. Ensuite, utilisant des enzymes sensibles 2 la méthylation ou le
traitement au bisulfite, des corrélations ont été établies entre I’expression de la galectine-
1 et le niveau de méthylation des dinucléotides CpG du géne dans plusieurs lignées
cellulaires ou tissus, exprimant ou non la galectine-1 [104-106]. Salvatore et al
démontrerent que la densité des dinucléotides CpG méthylés plus que la spécificité de
ceux-ci distinguait les tissus exprimant ou non la galectine-1 [104]. L’induction de la
galectine-1 par des inhibiteurs d’histones déacétylases, étroitement relié a la régulation

épigénétique via la méthylation de I’ADN, a aussi été démontrée [107].

2.2.2. Eléments transcriptionnels impliqués dans I’expression de la Galectine-3.
La structure du géne humain de la galectine-3 est similaire au géne murin sauf

pour ce qui est de la présence de deux sites d’initiation de la transcription qui sont séparés
d’environ 30 nucléotides chez la souris et de seulement deux nucléotides chez 1’humain
[108, 109]. Chez la souris, les sites d’initiation de la transcription alternatifs ménent a
deux ARNm distincts et différentiellement exprimés [108, 110]. En fait, un promoteur
interne situé dans le deuxiéme intron du géne de la galectine-3 produirait le transcrit
alternatif galig (galectin-3 internal gene) [111, 112]. Le promoteur humain, comme le
promoteur murin, ne contient pas de boite TATA en amont du site d’initiation de la
transcription [108, 110]. Il contient par contre plusieurs sites de liaison pour le facteur de
transcription Spl, pour les éléments de réponse a I’AMP cyclique (CRE), des sites AP-1,
des sites ressemblant aux sites de liaison pour le facteur de transcription NF-kB, et un
élément cis-inductible [109]. 11 a été démontré que lors d’une une infection par le HIV-1,
la protéine Tat du virus favorise I’expression de la galectine-3, et que cette induction
serait dépendante de I’activation de sites de liaison pour le facteur de transcription Spl
[113]. La galectine-3 peut étre considérée comme un géne de réponse précoce puisque
son expression peut étre rapidement augmentée suite & une stimulation au sérum. Deux
régions de réponses & I’activation par le sérum ont été identifiées mais ne démontrent pas
de motif de séquence typique [109]. Les auteurs suggérent que la réponse 4 la stimulation
par le sérum pourrait s’accomplir via 1’élément SIE. La présence d’éléments de
régulation CRE et NF-kB dans les régions du promoteur suggerent aussi que 1’activation

de ’expression de la galectine-3 pourrait aussi étre régulée par les voies impliquant
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I’AMP cyclique et NF-kB. Bien que I’activation du géne de la galectine-3 par la protéine
Tax, lors de I'infection de cellules T par HTLV-1était indépendante de la voie impliquant
les éléments CRE et NF-kB [114], I'implication de NF-kB a été confirmée dans sa
régulation suite & un stress chez le macrophage, tout comme le facteur Jun. [115, 116].
Runx2, un facteur de transcription jouant un rdle clé dans le développement squelettique,
a aussi ét¢ impliqué dans la régulation du géne de la galectine-3 [88]. En fait, la
surexpression de Runx2 entraine une augmentation de I’expression de la galectine-3,
alors que son expression est sévérement diminuée dans les souris déficientes pour Runx2.
Récemment, Li et a/ ont démontré, chez le rat, que la région du promoteur -161/+40 était
suffisant pour I’activité du géne de la galectine-3 dans le foie. Ils ont également identifié
le facteur de transcription Purf, reconnaissant des éléments riches en purine, comme
facteur de liaison [117].

Des études récentes ont aussi identifié la méthylation de I’ADN comme
mécanisme de régulation de I’expression de la galectine-3. Il a été démontré que le
promoteur de la galectine-3 était déméthylé chez la majorité des tumeurs de glandes
pituitaires et autres tumeurs exprimant la galectine-3 et que le traitement & la 5’-aza-2’-
désoxycytidine (5’-aza-Cdr) induisait I’expression de la galectine-3 dans les lignées
cellulaires qui ne I’exprimaient pas constitutivement [118]. Il en est de méme dans la
lignée de cancer de la prostate LNCaP, n’exprimant pas la galectine-3, ou le séquengage
du promoteur suite & un traitement au bisulfite a identifié 50 dinucléotides CpG

déméthylés aprés traitement a la 5°-aza-Cdr [119].

2.2.3. Eléments transcriptionnels impliqués dans la régulation des autres galectines.
Quelques éléments régulateurs potentiels ont été identifiés dans le promoteur de la

galectine-2. On y retrouve deux boites TATA consécutives, un site Spl et un site AP-1
situé en amont des boites TATA [120]. La présence de ces sites, sauf pour le site AP-1, a
été confirmée [121]. Le promoteur de la galectine-4 reste a ce jour inconnu du point de
vue fonctionnel, mais I’implication du facteur de transcription Runx3 dans son expression
a été identifiée suite a la transfection du facteur dans une lignée humaine de cellules de
cancer gastrique [122]. La séquence de la région régulatrice de la galectine-6, quant a

elle, différe des autres galectines : on y retrouve une boite TATA, 6 boites E (E box),
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ainsi qu’un élément de régulation similaire a celui de I’apopoliprotéine B ayant été
impliqué dans I’expression intestinale spécifique de cette derniére [123]. Les régions
régulatrice de la galectine-8 et -9 n’ont pas non plus été caractérisées, mais il a été
démontré que la galectine-8 peut étre induite par le butyrate de sodium chez les cellules
de carcinome du c6lon humain [124], alors que le galectine-9 est induite par ’IL-1pB, le
PMA, I’interféron gamma et I’ARN double brin [125-128]. Pour la galectine-10, il a été
démontré que les sites de liaison pour les éléments GATA, la boite GC et Oct agissaient
comme des €léments activateur, alors que AML serait plutét un élément répresseur [93,
129]. Des études de liaisons par EMSA (electromobility shift assay) ont démontré que les
€léments Sp1, Oct-1, AML-3 et YY1 se liaient & leur site de reconnaissance de la région
régulatrice [93]. De plus, I’élément Spl serait nécessaire 4 ’induction de la galectine-10
par I’acide butyrique. Deux sites de reconnaissances potentiels pour le facteur Spl ainsi
que quatre sites pour le facteur AP-2 ont été identifiés dans la région promotrice de la
galectine-12 [95]. Cette derniére ne posséde pas de séquence similaire 4 une boite TATA,
mais un site potentiel pour le facteur C/EBP. Les promoteurs des galectines-13, -14 et -15

n’ont pas encore €té caractérisés.

2.3. Fonctions des galectines
Les galectines sont présentes & I’extérieur comme a I’intérieur des cellules et

peuvent donc agir de fagon intra ou extracellulaire (Figure 3). A I’extérieur de la cellule,
les galectines peuvent lier des glycoconjugués de surface et entrainer une cascade de
signaux transmembranaires. De plus, par leur oligomérisation, les galectines peuvent
entrainer la liaison de récepteurs 4 la surface d’une méme cellule ou permettre la liaison
cellule-cellule ou encore cellule-matrice [130]. A Pintérieur de la cellule, les galectines
oscillent entre le noyau et le cytoplasme et peuvent étre engagées dans des processus
essentiels des fonctions cellulaires de base. Les mécanismes précis qui régissent ces
fonctions sont encore méconnus, mais il semble que les galectines interagiraient avec des
protéines intracellulaires par des interactions protéine-protéine plutot que lectine-

carbohydrate [131, 132].
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2.3.1. Fonctions intracellulaires.
Cycle cellulaire et régulation de la transcription de génes.

Les cellules épithéliales sont dépendantes d’ancrage et requiérent des interactions
cellule-matrice pour leur survie et leur croissance. Afin d’étudier I’implication de la
galectine-3 dans ce processus, Kim ef al ont transfecté le géne codant pour la galectine-3
dans une lignée humaine de cancer du sein [133]. Ils ont démontré que la surexpression
de la galectine-3 inhibait I’apoptose et favorisait I’arrét en G1 du cycle cellulaire suite a
la perte d’interaction cellule-matrice. En fait, la galectine-3 inhibe I’expression des
cyclines D1 et augmente celle de p21 et p27. Le méme groupe a aussi démontré que la
galectine-3 augmentait et stabilisait la liaison du facteur de transcription liant CRE et
induisait les fonctions trans-activatrice de CREB et Spl pour I’activation du promoteur
de la cycline D1 [134]. Des études indiquent aussi que la galectine-3 interagirait avec
’homéodomaine du facteur de transcription TTF1 (thyroid-specific transcription factor
/) augmentant son activité transcriptionnelle et favorisant la prolifération des cellules
thyroides [135]. De plus, il semble que la stimulation de la prolifération et de la
croissance indépendante d’ancrage, ainsi que ’activité anti-apoptotique de la galectine-3,
impliquent la voie K-Ras/MEK [136]. La galectine-3 interagit aussi avec le complexe de
transcription dépendant du facteur de cellules T (Tcf). Selon ce modéle, la galectine-3 se
lie au complexe B-caténine/Tcf, colocalise avec la fB-caténine dans le noyau, induit
activité transcriptionnelle de Tcf-4 et affecte la stimulation de la cycline D1 et
I’expression de c-myc, ce qui induit la croissance et la prolifération [137]. L’interaction
de la galectine-1 avec I’intégrine o5 résulte aussi en une inhibition de la croissance via
'induction de p21 et p27 en stimulant la liaison et la transactivation des facteurs de
transcriptions Spl et Sp3 [138]. L’effet antiprolifératif résulte d’une inhibition des voies
de signalisations Ras/MEK/ERK et de I’induction transcriptionnelle consécutive de p27.
La galectine-8 a aussi été identifiée comme inhibiteur de la croissance cellulaire par sa
capacité a induire I’accumulation de I’inhibiteur dépendant des cyclines p21 [139].
L’augmentation du taux de synthése et I’inhibition de la dégradation de p21 par la
galectine-8 résulte de 1’activation de JKN et PKB. Par contre, cet effet n’est observé que
dans certaines lignées humaines de cancer du poumon. La stimulation par la galectine-8

chez le fibroblaste n’entraine pas I’accumulation de p21 et accélére le processus
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apoptotique. La galectine-12 a été identifiée chez les cellules Jurkat synchronisées en
phase G1, G1/S mais non en phase mitotique, puis il a été démontré que sa surexpression
ectopique entrainait I’arrét du cycle cellulaire en G1, contrairement a la surexpression de

la galectine-9 [140].

Apoptose.

La galectine-3 est reconnue pour déployer des activités pro et anti-apoptotique
selon le type cellulaire, la nature des stimuli qui I’induise et sa localisation cellulaire. Par
exemple, une surexpression de la galectine-3 dans des cellules de cancer de la prostate
inhibe la sensibilité des cellules a 1’apoptose induite chimiquement en diminuant
’expression de Bad et stabilisant la membrane mitochondriale, ce qui résulte en une
inhibition de la libération du cytochrome c et de I’activation de la caspase 3 [141]. Il en
est de méme dans les lymphomes de Burkitt et dans les cellules T, ou la surexpression de
la galectine-3 augmente la résistance des cellules & I’apoptose induite par Fas ou induite
chimiquement [142, 143]. Dans le cancer du sein, la surexpression de la galectine-3
inactive Akt et sensibilise & 1’apoptose induite par TRAIL [144]. Au contraire, lorsque la
galectine-3 est introduite dans des cellules de cancer de la vessie, elle active Akt et
confére une résistance a I’apoptose induite par TRAIL [145]. De plus, par transfection
stable de vecteurs d’expression permettant la localisation de la galectine-3 dans des
compartiments cellulaires spécifiques, Califice et al ont démontré que la galectine-3
cytoplasmique protégeait les cellules contre I’apoptose induite, alors que la galectine-3
nucléaire augmentait la sensibilité & 1’apoptose [146].

La galectine-1 a aussi été associée a une fonction pro-apoptotique. En fait, la
galectine-1 induit 1’apoptose des thymocytes, des cellules T activées et de lignées de
cellules leucémiques humaines [147, 148]. L expression de la galectine-1 par les cellules
endothéliales induit I’apoptose des cellules T qui s’y attachent. Des cellules dendritiques
surexprimant la galectine-1 entrainent aussi I’apoptose des cellules T activées [149]. De
plus, la présentation de galectine-1 par la matrice extracellulaire favorise 1’induction de la
mort des cellules T [150]. Malgré que la galectine-1 et -3 induisent I’apoptose des
cellules T, il a récemment été démontré que ces derniéres utilisaient des récepteurs de

surface différents pour moduler leur fonction [151]. Il a aussi été démontré que la liaison
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de la galectine-2 a des lymphocytes T activés induit I’apoptose de ces derniers en
favorisant I’expression des caspases 3 et 9, le clivage du facteur de fragmentation de
I’ ADN, la libération du cytochrome c, la déstabilisation de la membrane mitochondriale
et ’augmentation du ratio bax/bcl-2 [121]. Une fonction pro-apoptotique pour les

galectine-8, -9 et -12 a aussi été proposée [95, 152, 153].

Les galectines : un role dans I’épissage alternatif?

La galectine-3 fut la premiére galectine i se voir associée une fonction dans
I’épissage des ARN messagers. L’équipe de Patterson avait identifié la galectine-3
comme composant d’extraits nucléaires ayant la capacité d’épisser les ARNm. Ils se
rendirent vite compte que I’extraction de la galectine-3 de leur extrait ne supportait plus
la formation du spliceosome et I’épissage des pré-ARNm [154]. Le méme groupe
démontra plus tard que la galectine-1 faisait aussi partie de leur extrait nucléaire, que
I’élimination de 1'une ou ’autre des galectines était suffisante pour inhiber I’activité
d’épissage, et que la reconstitution de leur extrait par la galectine-1 ou -3 restaurait
partiellement la fonction d’épissage [155]. Depuis, 1’association de la galectine-1 et -3
avec Gemin4, un membre du complexe de survie des neurones moteurs (SMN) impliqué
dans I’assemblage du spliceosome et des ribonucléoprotéines micro-ARN, et la co-
immunoprécipitation de la galectine-1 avec le complexe SMN ont apporté de nouveaux
éclaircissements sur le mécanisme d’action des galectines dans le phénomeéne d’épissage
alternatif [156-158]. Tout récemment, il fut démontré par immunoprécipitation que les

galectine-1 et -3 étaient directement associées avec le complexe d’épissage [159].

2.3.2. Fonctions extracellulaires.
Adhésion.

Les galectines ont des fonctions extracellulaires adhésives lorsqu’elles agissent
comme ligands pour la reconnaissance de récepteurs, mais aussi anti-adhésives,
lorsqu’elles sont présentées comme des protéines solubles qui peuvent bloquer 1’accés
aux récepteurs (Figure 4). Elles font donc partie d’une nouvelle classe de protéines
modulatrices de I’adhésion connues sous le nom de protéines matricellulaires [160, 161].

Beaucoup d’études ont démontré I’adhésion des galectines & des composants de la
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matrice extracellulaire et leurs conférent des fonctions pro- et anti-adhésives. Par
exemple, il a été démontré que ’ajout de galectine-1 recombinante (rGal-1) a des
mélanomes humains augmentait ’attachement des cellules 4 la laminine de fagon
dépendante de la concentration et que la préincubation des cellules avec un anticorps
dirigé contre la galectine-1 réduisait cet attachement [162]. 11 en est de méme pour des
cellules de cancers ovariens ou I’ajout de rGal-1 augmente I’adhérence de certaines
lignées a la laminine-1 et/ou la fibronectine [163]. La fonction pro-adhésive de la
galectine-1 a aussi été démontrée par la transfection du géne dans des cellules de cancer
du cdlon ou un plus grand nombre de cellules adhérent 4 la laminine, la fibronectine et le
collagene [164]. La fonction anti-adhésive de la galectine-1 a aussi été documentée. Le
groupe de Barondes a démontré par chromatographie d’affinité que la galectine-1 inhibait
la liaison de I’intégrine o1B7 & la laminine mais non a la fibronectine [165]. L’addition
de galectine-1 exogéne inhibe, de fagon dépendante de la concentration, 1’adhésion des
cellules T induite par I’IL-2 & la matrice extracellulaire intacte (produite par des cellules
de cornée), la laminine, la fibronectine et le collagéne de type IV [166]. De plus, pour ce
qui est de la galectine-3, il a été démontré que la présence de cette galectine induisait
I’adhésion de polymorphonucléaires humains & la laminine [167]. L’induction de
I’expression de la galectine-3 par transfection dans des cellules de carcinomes du sein
favorise I’adhésion a la laminine, la fibronectine et la vitronectine [168]. Par contre,
I’addition de fortes concentrations de galectine-3 a des cellules de cancer du sein inhibe
Iattachement au collagéne de type IV [169]. Les fonctions pro- et anti-adhésives sont
¢galement associées a la galectine-2, la pré-incubation de cellules T avec cette derniére
inhibe la liaison au collagéne et augmente celle 4 la fibronectine [121]. Il en est de méme
pour la galectine-8 et -9 [170-172]. Il est donc permis de croire que les différences dans
les fonctions adhésives des galectines aux composants de la matrice extracellulaire sont
probablement reliées aux récepteurs exprimés par les divers types cellulaires, les ligands
impliqués dans la liaison aux galectines, ou encore la co-expression de plusieurs
galectines.

Les galectines lient les B-galactosides des glycoconjugués présentés par des
composants de la matrice extracellulaire mais aussi des molécules d’adhésion en surface

des cellules. Elles ont été impliquées dans 1’adhésion homotypique et hétérotypique. En
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fait, la galectine-1 et -3 induisent 1’agrégation homotypique de plusieurs types cellulaires.
Elles favorisent 1’adhésion de cellules de mélanome par [Dinteraction avec la
glycoprotéine 90K, et cette interaction est bloquée par I’addition de lactose et d’un
anticorps monoclonal contre 90K ou contre la galectine-3 [173, 174]. Dans des cellules
de cancer du sein, il a été suggéré que la galectine-1 et -3 pourraient étre impliquées dans
’agrégation homotypique ainsi qu’a ’adhésion aux cellules endothéliales par interaction
avec I’antigéne Thomsen-Friedenreich [175]. La galectine-1 induit aussi 1’adhésion de
cellules lymphoblastoides a 1’épithélium thymique, et cette interaction est bloquée par
Iajout de lactose [176]. La galectine-3, quant 4 elle, a été impliquée dans I’interaction de
cellules de cancer du sein avec des cellules endothéliales de veine ombilicale humaine
(HUVEC) [177] et dans I’interaction de cellules de mélanome avec les poumons, ou la
galectine-3 sert d’encrage aux cellules tumorales [178]. De plus, dans les cellules
dendritiques, 1’expression de la galectine-3 serait impliquée dans I’interaction avec les
lymphocytes activés exprimant la L-sélectine [179]. Pour sa part, la galectine-9 a été
reconnue pour entrainer I’adhésion des éosinophiles a 1’endothélium vasculaire. En fait,
Iinduction de la galectine-9 dans les cellules HUVEC par traitement aux poly-IC
augmente I’adhésion des éosinophiles pouvant étre inhibée par le lactose ou un anticorps
dirigé contre la galectine-9 [128]. L’addition de galectine-9 exogéne entraine I’agrégation
des éosinophiles [180] et cellules de mélanomes [181] de fagon dépendante de la
concentration et 1’agrégation de cellules de cancer du sein suite 2 leur transfection avec le

gene codant pour la galectine-9 [172].

Migration.

La migration cellulaire est un processus qui implique 1’attachement et le
détachement des cellules, mais aussi la modification du cytosquelette et la dégradation de
la matrice extracellulaire. Les galectines ont été impliquées dans ces processus. Par
exemple, la galectine-1 a récemment été identifiée comme stimulant la migration des
cellules dendritiques sur matrigel [182]. Pour ce faire, la galectine-1 favoriserait la
maturation des cellules dendritiques et induirait un motif de génes d’expression unique.
Parmi ces génes, on retrouve trois métalloprotéinases de la matrice MMP-1, MMP-10 et

MMP-12, connues pour étre impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire.
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I1 a aussi été démontré, sur des membranes contenant de la laminine ou de la fibronectine
et traitées avec la galectine-1, que cette derniére induisait la migration de cellules de
muscle lisse vasculaire sur la laminine mais inhibait la migration sur la fibronectine [160,
183].  L’ajout de galectine-1 induit également la migration de glioblastomes, alors que la
transfection d’oligonucléotides antisens de la galectine-1 inhibe le pouvoir migratoire
[184, 185]. L’utilisation d’oligonucléotides antisens de la galectine-1 et d’anticorps
dirigés contre celle-ci a aussi permis de révéler son role dans la migration de cellules
endothéliales activées [186]. De fagon contradictoire, la galectine-1 a été identifiée
comme inhibiteur de migration pour certains types cellulaires. Il a été démontré que la
présence de galectine-1 inhibait la migration trans-endothéliale des cellules T sans
affecter I’adhésion ou la mort cellulaire [187]. La galectine-1 inhiberait aussi la migration
des éosinophiles et de cellules de cancer du colon [188, 189].

La galectine-3 comme la galectine-1 stimulent la migration de plusieurs types
cellulaires. En fait, I’expression de la galectine-3 par les cellules endothéliales favorise la
migration de celles-ci suite & la liaison avec le protéoglycan NG2 exprimé par les
péricytes [190]. Les péricytes stimuleraient ainsi la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins en stimulant la mobilité des cellules endothéliales avoisinantes. La galectine-3
est aussi responsable de la migration de monocytes et macrophages in vitro, et du
recrutement de monocytes, neutrophiles et éosinophiles in vivo, dans un modéle de poche
d’air murin [191]. La galectine-3 module la migration des thymocytes en agissant comme
chimioattractant et la présence de laminine potentialise I’induction de la migration, alors
que I’ajout d’un anticorps contre la galectine-3 ou de lactose inhibe cette derniére [192].
De fagon similaire 4 la galectine-1, la galectine-3 dévoile des effets migratoires
contradictoires. En fait, Le Marer et Hugues ont démontré que 1’ajout de galectine-3
exogene en solution ou liée 4 du matrigel augmente la migration de cellules de carcinome
mammaire primaire exprimant de faibles niveaux de galectine-3, alors que des cellules
provenant de tumeurs malignes, et exprimant de hauts niveaux de galectine-3 n’étaient
pas invasives et insensible a I’ajout de galectine-3 exogeéne [193]. De plus, il a été
démontré que la galectine-1, mais non la galectine-3, induisait la migration de péricytes

spécifique du foie (Hepatic stellate cells) [194].
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L’effet des galectines sur la migration de certains types cellulaires a aussi été
démontré pour les galectines-8 et -9. La galectine-8 stimulerait la migration de cellules
d’ovaires de hamster incubées en gouttelettes d’agarose de facon semblable a la
fibronectine [170]. Elle augmente la migration d’astrocytes tumoraux a des taux
similaires & la galectine-1 mais inférieure 4 la galectine-3 [195], alors qu’elle diminue la
migration de cellules de cancer du cdlon [160]. Pour ce qui est des fonctions migratoires
de la galectine-9, elles ont été associées & sa capacité de chimioattraction sélective des

€osinophiles [180, 196].

Systéme immunitaire et inflammation.

Les réponses immunitaires innées et adaptatives sont caractérisées par des
changements dans les motifs de glycosylation des effecteurs, mais aussi des cellules du
microenvironnement. Les processus d’activation des cellules immunitaires, de
différenciation et de migration sont accompagnés de changements dans I’expression des
glycosyltransférases et glycosidases qui modulent les motifs de glycosylation des
glycoconjugués exprimés a la surface cellulaire [197]. Les galectines sont donc reconnues
pour jouer plusieurs réles dans I’homéostasie lors des réponses innées et adaptatives du
systéme immunitaire, en modulant notamment I’apoptose des cellules T, la prolifération,
I’adhésion cellulaire, la chimiotaxie et la synthése de médiateurs de la réponse
immunitaire. Alors que certaines galectines, semblables aux cytokines pro-
inflammatoires, contribue a ’amplification de la réponse inflammatoire, d’autres agissent
comme des cytokines anti-inflammatoires en réduisant la réponse.

La galectine-1 semble, en général, étre un régulateur négatif de la réponse
inflammatoire. Les propriétés anti-inflammatoires ont été évaluées dans plusieurs modéle
d’inflammation chronique et de maladies auto-immunes incluant ’arthrite, les colites,
maladie auto-immune de la rétine et le diabéte [149, 198-201]. Les études ont démontré
que la surexpression de galectine-1 par les fibroblastes, tout comme I’injection
quotidienne de galectine-1 recombinante, diminuait les manifestations cliniques et
histopathologiques en diminuant les niveaux d’interféron Y et augmentant I’interleukine-6
dans un mode¢le expérimental d’arthrite rhumatoide [198]. Ainsi, la galectine-1 entraine

un changement de la réponse immunitaire Thl vers une réponse Th2, un effet aussi
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observé lors de maladie auto-immune de la rétine [201]. L’effet protecteur a aussi été
démontré dans des modéles d’hépatite et de maladie auto-immune en induisant
I’élimination de cellules T activées et une réduction de cytokines pro-inflammatoires
[199, 200]. L’apoptose des cellules T activées, mais non les cellules T naives [202], par
la galectine-1 a été démontrée [148, 203, 204]. De plus, la galectine-1 induit 1’apoptose
des thymocytes immatures, ce qui lui confére un réle possible dans le thymus durant la
sélection en plus du contréle de la réponse inflammatoire en périphérie [147]. En plus de
son réle dans la survie des cellules T, la galectine-1 favorise I’expansion des cellules T
régulatrices in vivo, puisque le transfert de cellules régulatrices provenant de souris
traitées avec la galectine-1 dans des souris naives prévient le développement de maladie
auto-immune de la rétine [201]. La galectine-1 est exprimée dans les cellules T
régulatrices, mais sa surexpression dans les cellules T CD4+ est insuffisante pour leur
conférer une fonction suppressive [205], alors que les cellules régulatrices provenant de
souris déficientes pour la galectine-1 démontrent un activité régulatrice réduite [206].
Finalement, la galectine-1 module aussi I’activation des cellules T et influence la
production de cytokines [166, 207]. Par contre, dans les lignées myélomonocytiques, la
galectine-1 favorise la migration des cellules dendritiques au travers la matrice cellulaire,
et la sécrétion d’interleukine-6 [182, 208]. De plus, il a tout récemment été démontré que
la galectine-1 modulait I’expression de FcyR1, impliqué lors de la phagocytose, et
I’expression de la molécule de CMH de classe Il et module ainsi la présentation
d’antigéne [209].

Des roles apparemment contradictoires ont aussi été attribués a la galectine-3. En
fait, la surexpression de la galectine-3 dans les cellules T protégent les cellules contre
I’apoptose [210], alors que son addition exogéne 1’induit [143]. De plus, elle régule
négativement I’activation des cellules T en restreignant le recrutement du TCR au site de
présentation d’antigéne [211] et réduit leur sécrétion d’interleukine-5 [212]. Bien que la
sécrétion de galectine-3 semble stimuler I’apoptose des cellules T et empéche leur
activation, de fagon générale, les études lui conférent plutdt un role pro-inflammatoire.
En effet, les souris déficientes pour la galectine-3 possédent une réponse inflammatoire
atténuée et une réduction du nombre de granulocytes dans la cavité péritonéale lors

d’injection de thioglycollate [213, 214]. La galectine-3 induirait également 1’adhésion des
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neutrophiles a I’endothélium vasculaire, stimulant leur activation et la production
d’interleukine-8 [215-217]. Elle entraine aussi la chimiotaxie des monocytes et semble
impliquée dans la phagocytose des macrophages, puisque des macrophages déficients en
la galectine-3 ont une capacité phagocytique réduite [191, 218]. Dans des modéles murins
de maladies inflammatoires, les traitements par la galectine-3 entrainent aussi des effets
contradictoires. L’administration intranasale d’un plasmide codant pour la galectine-3
produit un effet thérapeutique significatif dans un modéle d’asthme chronique suite a une
diminution d’interleukine-5 et une réduction du recrutement d’éosinophiles aux poumons
[219]. De fagon contradictoire, dans un modéle d’asthme induit par I’ovalbumine, des
souris déficientes pour la galectine-3 démontrent une réponse Th2 et IgE réduites mais
une réponse Thl plus forte [220].

Peu d’études ont cependant associé d’autres galectines au processus
inflammatoire. Dans les cas des galectine-2 et -9, elles entrainent I’apoptose des cellules
T et causent une immunosuppression en favorisant une réponse Th2 [121, 221]. La
galectine-9 serait aussi impliquée dans la maturation des cellules dendritiques et la
chimiotaxie des éosinophiles [222, 223]. Les galectines-4 et -8, quant a elles, se sont vue
attribuées des fonctions pro-inflammatoires. La galectine-4 entraine 1’activation des
cellules CD4" et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, alors que la galectine-8

favorise I’activation de neutrophiles [224, 225].
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Figure 3: Fonctions intracellulaires et extracellulaires des
galectines. Les galectines peuvent étre exprimées a I’intérieure de la
cellules, dans le cytoplasme et le noyau, et interagirent avec les
protéines intracellulaires. Elle peuvent aussi étre sécrétées dans le
milieu extracellulaire, ou elles interagissent avec divers récepteurs
glycosylés pour entrainer des signaux de transduction de fagon
autocrine ou paracrine.
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Figure 4: Propriétés adhésives et anti-adhésives des
galectines. Les galectines peuvent lier des glycoconjugués a la
surface des cellules ou de la matrice extracellulaire. Si exprimées
en grande quantité elles peuvent aussi bloquer 1’accés de certains
récepteurs et ainsi avoir des propriétés anti-adhésives.
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2.4. Implication des galectines dans le cancer.
Une surexpression des galectines a été observée dans plusieurs types de tumeurs

solides et leucémies. Bien que des altérations dans I’expression des galectines ont été
associées a la progression tumorale et leurs niveaux d’expression semblent avoir une
valeur pronostique [226, 227], les diverses fonctions associées aux galectines leur
conférent également un potentiel certain dans le développement tumoral en contribuant a
la progression tumorale par plusieurs mécanismes (Figure 5). Les recherches effectuées
Jusqu’a maintenant indiquent qu’elles sont impliquées dans la transformation
néoplasique, la survie de la cellule tumorale, 1’angiogenése et la métastasie (Tableau I).
De plus, les galectines sont maintenant reconnues pour avoir un bon potentiel

thérapeutique et le développement d’inhibiteurs est présentement en cours.

2.4.1. Progression tumorale.
Transformation néoplasique.

L’initiation du développement du cancer se produit lorsqu’une cellule normale
subit une transformation néoplasique, résultat d’une altération dans les mécanismes de
régulation du cycle cellulaire et d’apoptose. Des études utilisant la surexpression ou
'inhibition de I’expression des galectines par transfection de I’ADN codant ou d’un
ADN antisens ont démontré I’implication des galectines dans ce phénomeéne. C’est ainsi
que Yamaoka ef al ont démontré que la transfection du géne codant pour la galectine-1
dans des fibroblastes induisait leur transformation en rendant leur croissance
indépendante d’ancrage, diminuant leur inhibition de contact, la formation de colonies en
agar et la formation de tumeur dans des souris nude [228]. Ils démontrérent plus tard,
utilisant une stratégie antisens, que I'inhibition de la galectine-1 dans les gliomes
entrainait une réversion au phénotype normal [229]. La galectine-3 a aussi été impliquée
dans la transformation néoplasique de carcinome thyroide, ol son expression est
nécessaire pour le maintien du phénotype transformé [230], alors que sa surexpression
dans des cellules folliculaires provoque la transformation des cellules [231].
L’introduction d’un antisens spécifique contre la galectine-3 dans des cellules de cancer
du sein résulte en une altération de la morphologie, une perte de croissance indépendante

de sérum et d’ancrage et I’acquisition de propriétés d’inhibition de contact, renversant les
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cellules a un phénotype normal [232]. Les mécanismes par lesquels les galectine-1 et -3
induisent la transformation néoplasique sont encore méconnus, mais il a été démontré que
ces derniéres interagissaient avec 1’oncogéne Ras. En fait, la galectine-1 est nécessaire
pour la localisation de H-Ras a la membrane, ou il devient actif, et ’inhibition de la
galectine-1 ou I'utilisation d’un dominant négatif de H-Ras empéche la transformation
[233]. La galectine-3, quant a elle, augmente 1’expression de K-Ras et sa colocalisation
avec ce dernier active la transformation de cellules du cancer du sein [136]. Ainsi, la
transformation néoplasique induite par les galectines semble, du moins en partie, reliée a

leur interaction avec les oncogénes Ras.

Survie.

Contrairement aux cellules épithéliales dont la survie dépend des interactions
cellule-cellule ou cellule-matrice, les cellules cancéreuses acquiérent souvent un
phénotype semblable aux fibroblastes, qui sont motiles et survivent sans ces interactions.
Des études ont montrées que la galectine-3 favorisait la survie des cellules tumorales en
prévenant I’apoptose de cellules dépendantes d’ancrage, comme les cellules épithéliales
de cancer du sein [133]. Le méme groupe démontra aussi que les transfectants étaient
résistants 4 1’apoptose induite par la genistéine [234] et que la présence de galectine-3
protégeait les cellules tumorales de la mort induite par les radicaux libres générés lors
d’une ischémie/réperfusion hépatique [235]. De plus, Matarrese et al ont démontré que la
surexpression de la galectine-3 dans une autre lignée de cancer du sein entrainait
I’apparition de caractéristiques morphologiques de cellules mobiles et induisait la
résistance a 1’apoptose induite par une combinaison de cytokines et les radiations UVB
[168].

Dans les cas de cancers hématologiques, il a été démontré que la galectine-3 est
surexprimée dans plusieurs lymphomes B diffus et que la transfection du gene dans la
lignée de lymphomes B Raji, n’exprimant pas la galectine-3, la protége contre I’apoptose
induite par Fas [142]. Il en est de méme dans les lymphomes T Jurkat ou la galectine-3
protége contre ’apoptose induite par Fas et la staurosporine [210].

D’autre part, une diminution de I’expression de la galectine-3 a été observée dans

le cancer de la prostate, ou I’expression cytoplasmique de la galectine-3 semble étre
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associée avec la progression de la maladie [236, 237]. 1l en est de méme pour les
mélanomes ou les niveaux d’expression de galectine-3 cytoplasmique plus élevés que les
niveaux nucléaires corrélent avec un mauvais pronostic [238]. Une double fonctionnalité
a ét¢ associée & la galectine-3 dans le cancer de la prostate, un role de suppression
tumorale par la galectine-3 nucléaire et un réle de promotion de la tumeur par la
galectine-3 cytoplasmique [146]. De plus, il a été démontré que 1’expression de galectine-
3 mutante, ne pouvant pas transloquer du noyau vers le cytoplasme, n’avait pas la
capacité de protéger les cellules contre 1’apoptose [239]. Les mécanismes de résistance a
I’apoptose des cellules cancéreuses par la galectine-3 restent encore méconnus, mais il a
récemment €t¢ démontré que la galectine-3 régulait ’expression de Bax, I'intégrité
mitochondriale, I’inhibition de la libération du cytochrome c et I’activation de la caspase-

3[141].

2.4.2. Métastasie.
Adhésion et angiogenése.

Le processus métastatique implique beaucoup de changements dans les
interactions cellule-cellule et cellule-matrice. La cellule cancéreuse doit se détacher de la
tumeur primaire, puis se lier aux cellules endothéliales pour initier le processus
d’extravasation qui la ménera & un endroit propice pour sa prolifération (un processus que
P'on peut définir comme étant la ‘nidification’ de la métastase) en s’attachant aux
protéines de la matrice ou autres cellules.

Les galectines, par leurs fonctions multivalentes, peuvent bloquer ou encore
favoriser les diverses interactions (Figure 4). La sécrétion de galectines par les cellules
cancéreuses pourrait perturber les liaisons entre les cellules adjacentes ou avec la matrice
ou encore favoriser leur interaction avec le microenvironnement en formant des ponts
entre la cellule cancéreuse et autres cellules ou la matrice extracellulaire. Les cellules
environnantes peuvent aussi sécréter des galectines et favoriser les cellules cancéreuses.
Par exemple, les cellules endothéliales expriment en surface la galectine-1 et -3, et il a été
démontré que I’addition d’un anticorps contre la galectine-1 inhibait ’adhésion de
cellules de lymphomes sur les cellules endothéliales [240]. De plus, ’activation des

cellules endothéliales résulte en une augmentation de I’expression de galectine-1 pouvant
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favoriser I’extravasation de la cellule cancéreuse [241]. 1l en est de méme pour la
galectine-9 retrouvée dans les cellules de veines ombilicales humaines stimulées par
Pinterféron y [127]. Le milieu conditionné de cellules de cancer de la prostate ajouté a
des cellules HUVEC augmente aussi I’expression de la galectine-1 [242]. Les galectines
exprimées par les cellules cancéreuses et endothéliales favorisent leurs interactions.
Etudiant Iimplication des galectines dans I’adhésion de cellules de cancer du sein a une
monocouche de cellules HUVEC, Glinsky ez al ont démontré que les galectine-1 et -3
réagissaient différemment sur les cellules cancéreuses et endothéliales [175]. En fait, par
microscopie confocale, ils ont observé la prédominance du signal de galectine-1 sur la
cellule cancéreuse aux sites de contact avec I’endothélium, suggérant I’implication de
ligand sur I’endothélium et I’accumulation de la galectine-3 au site de contact, mais dans
les cellules endothéliales. Le méme groupe démontra ensuite que I’expression de la
galectine-3 dans les cellules tumorales s’accumulait dans les sites de contacts
homotypiques [177].

L’expression des galectines dans les endothéliums spécifiques a certains organes
suggere que ces derniéres pourraient aussi avoir un role dans le recrutement de cellules
tumorales & un endroit propice & leur nidification. Krishnan et al ont démontré que les
cellules endothéliales de poumon de souris exprimaient beaucoup de galectine-3 et
suggerent I’implication de LAMP-1 comme ligand lors de formation de métastases au
poumons dans un modele de mélanome [178]. En plus de la liaison de galectine-3 aux
cellules endothéliales, il a été démontré que cette derniére favorisait la formation de tubes
capillaires in vitro et I’angiogenése in vivo [243]. La co-injection sous-cutanée de clones
de cancer du sein surexprimant la galectine-3 et matrigel dans des souris nude entraine
une densité capillaire significativement plus grande que les cellules témoins. De plus, la
galectine-3 a été identifiée comme ligand de NG2, un protéoglycan transmembranaire
induisant la migration des cellules endothéliales, 1’assemblage du réseau et stimulant
I’angiogenése [190]. Le complexe NG2/galectine-3/intégrine a3p1 serait important pour
la migration des cellules endothéliales induite par NG2 exprimés sur les péricytes, ce qui
laisse entrevoir un réle de ce complexe dans la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins. La galectine-3 influence aussi I’angiogenése dans un modéle de cancer de la

prostate, ou I’injection de transfectants exprimant la galectine-3 cytoplasmique, dans un
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modele de xénogreffe de souris athymique, entraine une plus forte vascularisation
comparativement aux cellules témoins [146].

Récemment, la galectine-1, souvent surexprimée dans les cellules endothéliales de
tumeurs, a aussi ét¢ démontrée comme essentielle a I’angiogenése tumorale [186].
L’injection sous-cutanée de tératocarcinomes dans des souris déficientes en galectine-1
entraine une réduction de la croissance tumorale, une diminution de la quantité de
vaisseaux sanguins et une altération de I’architecture du réseau comparativement aux

souris sauvages.

Invasion tumorale.

Les fonctions migratoires associées aux galectines mettent en évidence leur
potentiel lors de I’invasion tumorale. Une plus forte expression des galectines-1, -3 et -8
est retrouvée dans les parties invasives de xénogreffes de glioblastomes suggérant une
implication dans I’invasion des astrocytes tumoraux [195]. L’expression de la galectine-3
corréle aussi avec la progression de cancer du cdlon, la métastase au foie et un pauvre
pronostic des patients atteints [244]. De plus, une surexpression de la galectine-3 dans
des cellules de cancer du poumon augmente la mobilité et I’invasion in vitro [245] et
entraine le remodelage du cytosquelette dans des cellules de cancer du sein [168]. De
plus, les galectines lient les intégrines. Par exemple, la galectine-1 lie a7B1 [165], a4pl,
aSB1 et a4B7 [246], alors que la galectine-3 lie a3p1, a6B1 [169, 190], et recrute a5p1
[247]. La galectine-8, quant a elle, interagit avec a3f1, a6Bl [170], aM/CD11b [225]
ainsi que alfl et a5B1[248]. Comme les intégrines ont d’importants réles dans le
contréle de la migration [249] et I’invasion tumorale, il est possible que les galectines
régulent la mobilité cellulaire et 1’invasion par activation ou induction de I’expression des
intégrines. L’association des galectines avec les MMP pourrait aussi s’avérer un
mécanisme possible par lequel elles favorisent 1’invasion tumorale. Certains membres des
galectines ont été démontrés comme étant clivés par des membres des MMP [169, 250].
De plus, la liaison des galectine-3 et -8 4 MMP-9 porte a croire que I’interaction pourrait
moduler le recrutement ou I’activation de cette MMP lors de dégradation de la matrice

[225, 251].
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Echappement du systéme immunitaire.

Nous avons vu auparavant que les galectines sont exprimées par plusieurs cellules
du systéme immunitaire et modulent leurs fonctions. Elles peuvent donc théoriquement
du moins affecter les réponses immunitaires et inflammatoires de 1’héte contre la tumeur.
De plus, les galectines peuvent étre sécrétées par la cellule tumorale, comme les
cytokines et chimiokines, et moduler une variété de réponses inflammatoires [130, 252].
Par exemple, la galectine-1 inhibe I’activation des cellules T [253], induit I’arrét et la
croissance des cellules T activées [148], et supprime la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires [166], donc I’expression de galectine-1 par la cellule tumorale pourrait
favoriser sa survie en diminuant sa reconnaissance par le syst¢tme immunitaire. En fait,
dans une étude des plus élégantes, Rubinstein e al ont démontré que la transfection d’un
ADNCc antisens de la galectine-1 dans des cellules de mélanomes diminuait, de fagon
dépendante de la concentration, la croissance de tumeurs suite a 1’injection sous-cutanée
des cellules dans des souris [254]. La déplétion des cellules CD4" ou CD8" dans les
souris rétablie partiellement la croissance tumorale, alors que la déplétion des cellules
CD4" et CD8" abolie complétement la résistance des souris. De plus, la réinjection de
cellules tumorales sauvages dans des souris ayant préalablement rejeté les transfectants
antisens résulte en une inhibition de la croissance tumorale. 11 a aussi été démontré que le
milieu conditionné de cellules de cancer de la prostate induisait 1’expression de la
galectine-1 sur les cellules endothéliales, et inhibait la migration transendothéliale des
cellules T, un effet inhibé par I’ajout d’un anticorps contre la galectine-1 [187]. Ainsi,
’activation de cellules endothéliales par les cellules cancéreuses peut moduler
I’expression de galectines et favoriser I’échappement au systéme immunitaire. Les
galectines peuvent aussi moduler ’infiltration ou la survie des cellules immunitaires
puisqu’une corrélation inverse entre I’expression de la galectine-1 et I’expression de CD3
a €té observée dans des carcinomes humains [255] et il a été établie que 1’expression de la
galectine-3 corrélait avec 1’apoptose de lymphocytes associés a la tumeur dans des

biopsies de mélanomes [256].

36



Potentiel thérapeutique.

Quelques études ont démontré que I’inhibition des galectines par la transfection
d’ADNc antisens altérait la progression tumorale. En fait, la transfection d’un antisens de
la galectine-3 dans des cellules de cancer du colon réduit la colonisation du foie et la
formation de métastases spontanées [257] et inhibe la croissance tumorale de cancer du
sein dans les souris nude [232]. L’utilisation d’anticorps contre la galectine-3 s’est aussi
avérée bénéfique pour I’inhibition de la croissance de métastases au foie dans un modele
de cancer du cdlon [258]. L’inhibition de la galectine-1, quant a elle, réduit la croissance
de gliomes [229], et augmente la survie de souris nude apres la greffe intracraniale de
glioblastomes [184]. Certains composés ont donc été évalués pour bloquer la progression
tumorale due aux galectines. L’équipe de Raz a ainsi démontré qu’une pectine de citron
modifiée administrée par voie orale inhibait la métastase spontanée dans un modéle de
cancer de la prostate [259]. De la méme fagon, la pectine inhibe la croissance tumorale,
I’angiogenése et la métastasie aux poumons dans un modéle de cancer du sein et de
cancer du colon [260]. Ainsi, les auteurs démontrérent que la consommation de pectine
inhiberait ’angiogenése in vitro et in vivo en bloquant I’association de la galectine-3 avec
son ligand. De plus, le développement de peptides synthétiques spécifiques dirigés contre
le domaine de reconnaissance des hydrates de carbone de la galectine-3 a démontré que
Putilisation de ces derniers pouvait inhiber les fonctions de la galectine [261]. La
présence du peptide inhibe I’adhésion in vitro de cellules du cancer du sein sur
monocouche de cellules endothéliales en condition de flux sanguin, bloquant ainsi
Pinteraction de la galectine avec son ligand. L’utilisation d’analogues de glycoamines
diminue aussi la formation de métastases aux poumons dans un modele de cancer du sein,
ce qui suggere un effet bénéfique contre les galectines [262].

De nouveaux composés ont récemment été utilisés, les amines lactuloses
synthétiques. Ces derniéres ont été identifiées comme des inhibiteurs spécifiques de la
liaison des galectine-1 et -3 & la protéine 90K [263]. Par contre, des études plus
approfondies devront étre effectuées car les composés utilisés provoquent des effets
différents, certains entrainent 1’agrégation de cellules tumorales alors que d’autres

induisent plut6t I’apoptose ou encore les deux. Il est donc primordial de déterminer les
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sites spécifiques de liaisons de ces derniers sur le CRD des galectines et d’évaluer leurs
effets.

Quoique les inhibiteurs de galectines semblent étre des candidats potentiels dans
le traitement du cancer, il est critique de souligner que I’inhibition de 1’expression des
galectines peut ne pas étre bénéfique pour certains types de cancers, notamment les
cancers ou I’expression de certaines galectines est inhibée, par exemple la galectine-3 qui
est inhibée dans le cancer de la prostate [236]. Dans ces cas, I’introduction de galectines
par thérapie génique ou I’induction de I’expression de certaines galectines par des agents

chimiques, comme I’acide rétinoique [101] pour la galectine-1, pourrait étre efficace.
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Figure 5: Roles des galectines dans le processus métastatique. Les
galectines ont été impliquées dans la transformation néoplasique, la
migration des cellules tumorales, 1’agrégation homotypique, I’interaction
des cellules tumorales avec les cellules endothéliales, la matrice
extracellulaire et les cellules péritumorales, ainsi que dans ’angiogenése
et I’échappement au systéme immunitaire.
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Tableau I : Utilisation de transfectants dans I’étude des galectines dans le cancer.

Galectines J| Type de cellules Surexpression/ Effet
inhibition
Galectine-1 Fibroblastes Surexpression Transformation néoplasique [228)
Gliomes Inhibition Réversion au phénotype normal [229]
| croissance tumorale [229]
Glioblastomes Inhibition 1 survie [184]
Mélanome Inhibition | croissance tumorale [254]
Galectine-3 Carcinome thyroide Inhibition Réversion au phénotype normal (230]
Surexpression Transformation néoplasique [231)
Cancer du sein Inhibition Réversion au phénotype normal [232]
| croissance tumorale [232]
Surexpression Arrét cycle cellulaire en G1 [133]
Résistance apoptose [168, 234]
1 mobilité [168]
Tdensité vasculaire in vivo [168]
Remodelage du cytosquelette [243]
Lymphome Surexpression Résistance apoptose [142, 210]
Cancer de la prostate Surexpression Suppression tumorale (nucléaire) [146]
Promotion tumorale (cytoplasmique) [146]
1 angiogeneése [146]
Cancer du poumon Surexpression Tmobilité et invasion [245]
Cancer du célon Inhibition | métastases [252]
Galectine-4 MDCK Surexpression Transformation néoplasique [264]
Galectine-9 Cancer du sein Surexpression Agrégation cellulaire [172]
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3. Galectine-7.
La galectine-7 a été découverte en 1995 par Madsen et al. [265] suite & des

recherche chez des kératinocytes de protéines dont les niveaux d’expression étaient
modulés dans les cellules transformées et qui pourraient donc avoir un rdle dans la
maintien du phénotype normal. La comparaison entre le protéome de kératinocytes
transformés par le virus SV40 et celui de kératinocytes primaires leur permit de mettre en
évidence que I’expression de cette protéine était fortement réduite dans les cellules
cancéreuses. Le séquengage, la comparaison de séquence et des études de liaisons aux p-
galactosides identifiérent cette protéine comme étant un nouveau membe de la famille des
galectines. La méme année, le groupe de Magnaldo et al. identifia que la galectine-7 était

une protéine fortement exprimée par les kératinocytes normaux [266].

3.1. Structure et distribution.
La galectine-7 est une protéine de 136 acides aminées avec une masse moléculaire

d’environ 15 kDa liant le B-lactose [265, 266]. C’est une protéine non glycosylée
pouvant former un complexe avec le galactose, la galactosamine, le lactose et la N-
acétyl-lactosamine [267-269]. C’est une galectine de type proto-type, et elle peut étre
retrouvée sous forme de monomeéres ou d’homodiméres (Figure 2) [265, 268-270]. La
topologie de la molécule de galectine-7 humaine consiste en un motif de « jelly roll »
semblable aux galectine-1, -2 et -10 [269]. Sa structure cristalline dévoile la formation
d’homodiméres et I’alignement de séquence avec les galectine-1, -2, et -10 démontre la
présence de quelques boucles différemment localisées entre les brins concaves et
convexes des feuillets du B-sandwich. Comme les autres galectines, la galectine-7 peut
étre sécrétée, mais ne posséde pas de peptide signal de sécrétion. En fait, la galectine-7
est sécrétée par les kératinocytes, mais non par les cellulles COS ou Hela transfectées
avec le géne codant de la galectine-7 [265, 271]. La distribution cellulaire nucléaire de la
galectine-7 prédomine sur I’expression cytoplasmique qui se situe autour du noyau dans
les cellules HaCat et les transfectants Hela et DLD-1 surexprimant la galectine-7 [271].
Pour ce qui est de sa distribution tissulaire, elle a originellement été attribuée aux
épithéliums squameux stratifiés de la peau [265, 266], ot elle est exprimée dans toutes les

couches de I’épiderme avec une plus forte concentration dans la couche basale chez le
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foetus [265]. Chez I’adulte, une forte expression est retrouvée dans la couche basale, mais
aussi dans la couche suprabasale, concentrée & des sites de contact cellule-cellule. Lors
du développement, la galectine-7 est exprimée que lors de la deuxiéme moitié de la
gestation ou le site majeur d’expression est I’épiderme de la peau en développement
[272]. Chez I’embryon, les études ont démontré que ’expression de la galectine-7 est
également restreinte aux épithéliums stratifiés ou destinés a étre stratifiés, et aucune
expression significative d’ARNm n’a été détectée dans les épithéliums simples, transitifs
ou pseudostratifiés [272]. Chez I’adulte, Magnaldo ef al. ont démontré par hybridation in
sifu et immunomarquages que la galectine-7 ne semblait pas exprimée dans les
épithéliums simples, mais se retrouvait surtout dans les épithéliums stratifiés tels que la
peau, I’eesophage, la cornée, la langue, les lévres et les corpuscules de Hassal du thymus,
et ce chez I’humain, la souris et le rat [273]. L’expression de la galectine-7 murine a aussi
¢té observée dans les cellules épithéliales de la trachée et des ovaires, des épithéliums
pseudostratifiés et simples, respectivement [270]. Récemment, la galectine-7 fut

identifiée dans I’intima aortique mais non dans les veines [274].

3.2. Régulation de I’expression.
L’expression de la galectine-7 étant surtout restreinte aux épithéliums stratifiés en

condition normale, on doit supposer que son mécanisme de régulation transcriptionnel est
hautement régulé. A ce jour, les mécanismes qui régulent son expression demeurent
encore trés peu connus. En fait, aucune étude fonctionnelle effectuée sur le promoteur
de la galectine-7 n’a encore été rapportées. Par contre, nous savons que I’expression de la
galectine-7 est réduite dans un modéle de reconstruction d’épiderme in vitro suite a la
stimulation par I’acide rétinoique, un modulateur de la croissance cellulaire et de la
différenciation des kératinocytes [266]. L’induction de la galectine-7 par la budesonide,
un stéroide glucocorticoide, a aussi été décrite dans un modéle de réponse inflammatoire
[275]. Dans le lymphome, notre laboratoire a identifié la galectine-7 comme une cible
induite par la 5-Aza-Cdr, suggérant que I’expression de la galectine-7 est régulée par le
mécanisme €pigénétique de méthylation [276]. Dans le cancer de la vessie la galectine-7
est induite par I’agent chimiothérapeutique, la cis-diamminedichloroplatinum (CDDP)

[277]. L’expression de la galectine-7 est aussi augmentée dans I’épiderme de souris
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transgénique surexprimant IGF-1 sous le contréle du promoteur bovin de la kératine 5,
résultant en une hyperplasie et une hyperkératose s’atténuant avec I’dge [278].
L’infection par un adénovirus exprimant la protéine p53 sauvage dans des cellules de
carcinome du cdlon induit I’expression de la galectine-7 aprés 12 heures, et cette
induction n’est pas reliée a I’apoptose cellulaire puisque le traitement avec des inducteurs
apoptotiques n’induit pas son expression [279]. De plus, le traitement de kératinocytes
par irradiation UVB induit la galectine-7 & des doses stabilisant p53 [280]. L’analyse du
transcriptome de cornée en cicatrisation, par matrice différentielle d’ADN
complémentaire, a mené & I’identification de la galectine-7 comme géne positivement
modulé, et cette induction est accompagnée par une augmentation des facteurs de
transcriptions EZH2 (enhancer of zest homolog-2), B-myb (Myb-related protein B) et le
facteur de transcription relB, ce dernier ayant été confirmé par PCR semi-quantitatif
[281]. Récemment, il a été démontré que la galectine-7 était augmentée dans 1’épiderme
de souris transgéniques surexprimant COX-2 dans 1’épiderme [282]. Cependant, les
données actuellement disponibles ne dévoilent que trés partiellement les mécanismes de
régulation possiblement impliqués dans le contrdle de I’expression de la galectine-7.
Nous avons analysés les promoteurs murin et humain du géne de la galectine-7 en se
basant sur les séquences disponibles pour les génomes dans GenBank (Figure 6). Nous
pouvons constater que les promoteurs murin et humain de la galectine-7 contiennent
plusieurs dinucléotides CpG, qui peuvent jouer un réle important dans les mécanismes de
régulation épigénétiques, tel que via la méthylation de I’ADN. De plus, les promoteurs
murins et humains possédent tous deux une boite TATA situés & proximité d’au moins
deux sites de reconnaissance du facteur de transcription Spl, plusieurs sites de
reconnaissance pour les éléments Cre (cyclic AMP-response element) de méme que pour

des sites de liaison pour AP-1.
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Figure 6: Promoteur humain et murin de la galectine-7. Analyse
fonctionnelle de -2000 nucléotides en aval des sites théoriques d’initiation de
la transcription (fléche) des promoteurs murin et humain de la galectine-7
¢tablie a partir du programme informatique TFSEARCH: Searching
Transcription Factor Binding Site
(www.cbre.jp/rescarch/db/TFSEARCH.html) écrit par Yutaka Akiyama en
1995. L’identification des facteurs de transcription est basé sur la banque de
données TRANSFAC. Les principaux sites de liaisons des facteurs de
transcription représentés par les larges lignes de couleurs ont une similitude
de séquence supérieure 4 85% des sites consensus. Les triangles représentent
les sites de liaison de facteurs de transcription ayant une similitude de
séquence de 70-80%. Les lignes vertes désignent les dinucléotides CpG.
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3.3. Fonctions.
En condition normale, la galectine-7 est considérée par plusieurs comme

marqueur de tous les types d’épithéliums stratifiés. Ces épithéliums sont reconnus pour
étre en constant renouvellement cellulaires tout en nécessitant des interactions
intercellulaires et cellule-matrice [283, 284]. Les récentes recherches ont suggéré a la

galectine-7 plusieurs fonctions pouvant étre impliquées dans ce processus. (Figure 7).

Prolifération et apoptose.

L’étude de ’expression de la galectine-7 lors du développement fut la premiére a
identifier une relation inverse entre son niveau d’expression et le taux de prolifération
[272]. Les auteurs ont observé que lors du développement embryonnaire, I’expression de
la galectine-7 augmente progressivement lorsque les kératinocytes s’éloignent de la
couche basale, cessent de proliférer et se différencient. Cette relation entre les niveaux de
la galectine-7 et le taux de prolifération chez les kératinocytes est supportée par au moins
trois autres observations. Premiérement, 1’expression de la galectine-7 est inhibée dans
des cellules de carcinomes squameux et kératinocytes transformés, ayant échappés aux
mécanismes de contrdle de la prolifération [265, 273]. Deuxiémement, les cellules
basales et suprabasales de carcinomes squameux et les cellules basales de carcinomes
expriment trés faiblement la galectine-7 [273]. Troisiémement, son expression est
diminuée dans les cas de psoriasis, une maladie cutanée caractérisée par une
hyperprolifération des kératinocytes [266, 273, 285] alors qu’elle est augmentée lors de
culture confluentes ou post-confluentes de kératinocytes en arrét de croissance [86]. La
transfection du geéne codant pour la galectine-7 dans des cellules Hela diminue
légerement le taux de croissance des cellules, mais aucune différence n’est observée dans
la distribution du cycle cellulaire comparativement aux cellules controles [271]. De la
méme fagon, la transfection du géne de la galectine-7 dans des cellules de carcinome du
colon diminue significativement la croissance des cellules in vitro et in vivo [286].

Récemment, il a aussi été démontré que ’addition exogéne de galectine-7 inhibait
la prolifération de neuroblastomes et cette inhibition est bloquée par 1’ajout de lactose
[268]. De plus, il a été démontré que la galectine-7 est un des 14 génes identifiés comme

étant sous le contréle de p53 [279], une protéine trés importante dans le contréle du cycle
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cellulaire. Cette étude a laissé présager un role pro-apoptotique a la galectine-7. Depuis,
plusieurs études proposent donc I’hypothése définissant la galectine-7 comme une
protéine pro-apoptotique, du moins dans certains types cellulaires, et ce suite & ’action de
p53. En fait, Bernerd et al. démontreérent que ’exposition d’épiderme humain a des
irradiations UVB, menant a la stabilisation de p53, induisait significativement
I’expression de la galectine-7 et que cette surexpression était associée & ’apoptose des
kératinocytes [280]. Par contre, I’irradiation de cellules de carcinomes squameux ayant
des mutations dans les deux alleles de p53 n’induit pas I’expression de la galectine-7
[280]. La méme observation a été démontrée dans des cellules de cancer de la vessie
arborant une protéine p53 sauvage, ou le traitement au CDDP induit I’expression de la
galectine-7, alors qu’elle n’est pas induite dans les cellules possédant des mutations dans
le géne de p53 [277]. De plus, la transfection de dominants négatifs de p53 bloque
totalement 1’induction de la galectine-7. Cette étude a aussi clairement indiqué que
I’introduction de I’ADNc de la galectine-7 dans des cellules exprimant une protéine p53
mutante rendait les cellules plus sensibles au traitement au CDDP et que I’apoptose
induite se produisait via la génération d’oxygéne réactif menant a I’activation de la voie
JNK. La surexpression de galectine-7 dans des cellules de carcinomes squameux
augmente aussi la sensibilité a I’apoptose induite par I’exposition aux UVB [280]. Il en
est de méme dans les cellules Hela, ou la transfection de ’ADNc de la galectine-7
sensibilisent les cellules & 1’apoptose induite par irradiation UV, I’actinomycine,
I’étoposide, la camptothécine et une combinaison de TNF-a et de cycloheximide [271].
L’apoptose induite par I’actinomycine D accélére I’activation de la caspase-3 et le clivage
de PARP, I’activation de la voie JNK et une augmentation de la libération du cytochrome
c. Une augmentation de la sensibilité & 1’apoptose induite par les différents agents et en
condition d’hypoxie est aussi observée pour les cellules de carcinomes du colon suite 4 la
transfection de la galectine-7 [271, 286]. L’ensemble de ses résultats suggérent que la
galectine-7, du moins dans certains types de cellules, pourraient étre associées avec

I’apoptose, et ce possiblement en association avec p53.
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Interaction cellule-cellule ou cellule-matrice.

Par leur potentiel de liaison aux B-galactosides les galectines sont reconnues pour
moduler les interactions cellule-cellule ou cellule-matrice [287, 288]. 11 a été suggéré que
la galectine-7 pouvait aussi étre impliquée dans ces processus. En fait, ’expression de la
galectine-7 est localisée dans les aires de contact cellule-cellule et elle est diminuée dans
des kératinocytes transformés, rendues indépendant d’ancrage [265]. Par exemple, dans
la cornée, I’expression de la galectine-7 est plus prononcée aux sites d’interaction cellule-
matrice [289]. De plus, Bernerd et al. ont démontré que la transfection du géne de la
galectine-7 dans des cellules adhérentes de carcinomes squameux entrainait une
augmentation de cellules flottantes, suggérant que la surexpression de la galectine-7
favorise le détachement cellulaire [280]. L utilisation de matrice différentielle d’ADNc a
¢galement permis d’observer que la galectine-7 était plus exprimée dans la cornée en
cicatrisation que dans la cornée intacte et que I’ajout de galectine-7 exogene accélérait la
ré-épithélialisation [281, 289, 290]. Les auteurs ont suggéré que la galectine-7 influence
la migration des cellules épithéliales par son potentiel 4 interagir avec les glycoprotéines
et glycolipides de surfaces et de la matrice extracellulaire. Puisque la migration implique
’attachement et le détachement des cellules avec les cellules adjacentes et la matrice, il
est probable que la galectine-7 pourrait servir de ‘pont’ pour faciliter la cicatrisation.
Aucune étude fonctionnelle n’a pu démontré de fagon non équivoque un role
prédominant ou essentiel de la galectine-7 lors d’interactions cellule-cellule ou cellule-
matrice bien que sa distribution et ses caractéristiques fonctionnelles, semblables a celles
des autres membres de la familles des galectines, semblent lui conférer un fort potentiel a

moduler ce type d’interactions.
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Figure 7: Fonctions associées a la galectine-7 dans les épithéliums
stratifiés. La galectine-7 est exprimée dans les couches basales et
suprabasales ou elle pourrait avoir un rle dans les interactions cellules-
cellules [265,266]. A) Une augmentation de 1’expression de la galectine-
7 est associée a la protection contre les radiations UV [280]. Cette
induction dans les kératinocytes corréle avec 1’apoptose des
kératinocytes endommagés par les UV. B) L’expression de la galectine-7
est aussi induite lors de cicatrisation dans la cornée et pourrait étre
impliquée dans la migration des cellules lors de la ré-épithélialisation
[281, 289, 290].
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3.4. Implication dans le cancer.
Tous comme les autres galectines, les fonctions associées a la galectine-7 lui

conferent des réles qui peuvent étre avantageux pour la cellule, mais aussi défavorables.
Elle lui permet d’interagir avec 1’environnement adjacent et contrdle sa prolifération,
mais elle peut aussi entrainer sa mort en la rendant plus sensible a I’apoptose. Dans le cas
de cancer, le méme phénoméne est observé. Pour certains types de tumeurs, la galectine-7
semble avoir un rdle anti-tumoral alors que dans d’autres types elle semble favoriser le
développement du cancer (Tableau II).

La premiere observation de 1’expression de la galectine-7 dans le cancer fut
attribuée a Madsen e al. qui identifirent que I’expression de cette derniére était
diminuée dans les kératinocytes transformés [265]. Ensuite, la galectine-7 a été identifiée
comme marqueur potentiel de carcinome squameux différenciés et buccaux [291, 292],
puis comme géne dont ’expression est augmentée dans des carcinomes mammaires
chimiquement induit reconnus pour activer H-Ras, mais non lors d’induction de tumeurs
du colon par I’azoxyméthane [293]. En fait, la galectine-7 fut identifiée comme étant un
des 16 transcrits différemment exprimés lors de la comparaison de produits PCR
différentiels a partir d’ARN de carcinomes induit par le 1-methyl-1-nitrosourea (MNU) et
de glande mammaire d’un méme rat. Son expression fut confirmée par buvardage de type
Northern suite 4 de nouvelles inductions par le MNU ou le 7-12-
dimethylbenz[a]anthracene, et il a été déterminé qu’elle n’était pas associée avec la
prolifération épithéliale due & la gravidité des rongeurs. La détermination du motif
d’expression des diverses galectines dans diverses lignées cellulaires, a permis a Lahm et
al. d’associer ’expression de la galectine-7 & plusieurs lignées [294]. L’analyse de 61
lignées cellulaires par RT-PCR révéla que la galectine-7 était exprimée dans 5/9 lignées
de cancer du sein, 17/23 lignées de cancer du cdlon, 2/10 lignées de cancer du poumon et
1 lignée de fibroblaste transformé, alors qu’aucune expression n’a été observée dans 8
lignées de cancer du cerveau, 1 mélanome, 7 carcinomes et 3 leucémies. Une forte
expression de la galetne-7 a aussi été identifiée dans des carcinomes thyroidiens en
comparaison aux adénomes [295]. L’association de 1’expression de la galectine-7 avec
Iagressivité tumorale fut démontrée pour la premiére fois par notre équipe. En fait, nous

avons démontré, dans un modéle expérimental de lymphome, que I’expression de la
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galectine-7 était induite lors de la progression des cellules vers un phénotype
métastatique [276]. Le potentiel pro-tumorale de la galectine-7 a ensuite été corroboré par
Saussez et al. qui démontrérent, par immunohistochimie, que I’expression de la galectine-
7 dans les carcinomes squameux de I’hypopharynx corrélait avec un fort taux de
récurrence tumorale et un mauvais pronostic [296]. Par contre, la galectine-7 n’a pu étre
détectée dans le sang des patients suite a 1’élaboration d’un test ELISA [297]. Seulement
quelques études, utilisant une expression ectopique par stimulation ou transfection,
conferent a la galectine-7 un réle anti-tumoral. En fait, Kopitz ef al. ont démontré in vitro
que la liaison de la galectine-7 au gangliosides GM1 & la surface des neuroblastomes
inhibait leur prolifération et que cette interaction était bloquée par I’ajout de
glycoinhibiteurs ou de galectine-3 de fagon dépendante de la concentration, suggérant
une compétition des galectines pour un méme ligand [268]. L’inhibition de la
prolifération par I’ajout de 125 pg/ml de galectine-7 fut observée par microscopie puis
quantifiée et s’avéra comparable a celle reconnue pour la galectine-1 alors que I’ajout de
la galectine-3, & la méme concentration, n’avait aucun effet [268]. La surexpression de la
galectine-7 diminue aussi la division cellulaire de transfectants de cellules de carcinomes
du cdlon d’environ 50% aprés 6 jours de culture et réduit significativement la croissance
indépendante d’encrage apres 3 semaine de culture en agar mou, ce dernier étant reconnu
comme un modéle de tumorigenése in vitro [286]. L’inhibition de la prolifération in vivo
a aussi été démontré suite & I’injection sous-cutanée des transfectants dans des souris
immunodéficientes [286]. Cette surexpression de la galectine-7 résulte en une réduction
de la croissance tumorale sans modulation de I’activité apoptotique de la caspase-3 et une
diminution de la quantité de vaisseaux sanguins, suggérant pour la premiére fois un role
anti-angiogénique a la galectine-7. Ainsi, dépendamment des types cellulaires dans
lesquels la galectine-7 est exprimée, elle peut, comme les autres membres de sa famille,
favoriser ou non le développement de tumeurs, et il est donc primordiale de mieux définir

son role dans le cancer.
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Tableau 1I: Associations pro- et anti-tumorigénique de la galectine-7.

Pro-tumorigénique

Carcinome squameux différenciés

* Marqueur [291]

Carcinome squameux buccaux

* Marqueur [292]

Carcinome mammaire chimiquement induit

* Expression [293]

Carcinome thyroidiens
* Forte expression en comparaison

avec les adénomes [295]

Lymphome T
* Expression corréle avec

I’agressivité [276]

Carcinome de I’hypopharinx
* Expression associée a un fort taux

de récurrence [296]

Anti-tumorigénique

Kératinocytes transformés

* Diminution de I’expression [265]

Neuroblastome
¢ Stimulation par la galectine-7
diminue la prolifération in vitro

[268]

Carcinome du cdlon
* Surexpression diminue la
croissance tumorale [286]
* Surexpression diminue

I’angiogeneése [286]

I N
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4. Métalloprotéinase de la matrice-9 (MMP-9).
La métalloprotéinase de la matrice-9 (MMP-9) fait partie de la famille des MMP

qui représente une famille d’au moins 25 endopeptidases dont 1’activité enzymatique est
dépendante de la présence de zinc et qui sont caractérisées par leur habilité a4 pouvoir
dégrader pratiquement tous les composantes de la matrice extracellulaire (MEC). Les
membres de cette famille d’enzymes possédent tous une structure de base relativement
commune contenant un pro-domaine replié sur le domaine de liaison au zinc dont le
clivage protéolytique rend le domaine catalytique accessible. Les MMP possédent
également un domaine hémopexine qui leur confére la spécificité de leurs substrats
(Figure 8). Cette spécificité est distincte pour chacune des MMP, mais s’entrecoupe
souvent [298]. De par leur structure et leur spécificité, les MMP ont été classées en 6
sous-groupes : les collagénases, les gélatinases, les stromélysines, les matrilysines, les
MMP de type membranaires et les autres MMP [299].

Les MMP sont impliquées dans plusieurs mécanismes physiologiques impliquant
le remodelage de la matrice, soit le développement, I’angiogenése, I’immunité adaptative
et innée, le remodelage osseux, la croissance neurale, etc. [300, 301]. Elles sont
généralement faiblement exprimées et leur transcription est précisément controlée
positivement ou négativement par des cytokines, des facteurs de croissance et des
contacts cellulaires [298]. Les MMP peuvent aussi protéolytiquement activer ou inactiver
ces molécules. Les MMP sont régulées par la transcription, mais aussi 1’activation du
pro-enzyme et leur inhibition généralement produite par les TIMP (Tissue inhibitor of
metalloproteinases) [302]. La famille des inhibiteurs d¢ MMP comprend quatre membres
(Timp-1 a -4) et la plupart du temps, leur concentration dans les tissus et fluides
extracellulaires excéde de beaucoup la concentration des MMP, ce qui limite 1’action
protéolytique des MMP au site péricellulaire [298, 301]. Ainsi, une altération de
I’expression ou de I’activation des MMP est souvent associée avec la progression de

plusieurs processus comme I’arthrite, la cicatrisation et le développement tumoral.
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Figure 8: Les gélatinases. A) Structure de base des gélatinases. B)
Activation de MMP-9.
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4.1. Structure et expression.
MMP-9 a d’abord été découverte comme étant une enzyme produite par les

neutrophiles [303]. Elle fut clonée pour la premiére fois a partir de fibroblastes humains
transformés, bien qu’on s’apercut que cette activité était commune a celle de la
collagénase de type IV des neutrophiles et donc le produit d’un méme géne [304, 305].
En fait, le clonage de MMP-9 a partir de neutrophiles et monocytes humains, de méme
que son séquengage au niveau protéique, révéla que la partie aminoterminale de I’enzyme
MMP-9 produisait un variant tronqué avec une différence de 8 4 10 acides aminés en
comparaison avec 1I’enzyme de cellules transformées [306, 307]. Un débat sur le substrat
naturel de I’enzyme identifia d’abord MMP-9 comme une collagénase de type IV, puis
comme une gélatinase nommant ainsi MMP-9, gélatinase B. Depuis, MMP-9 est le
deuxieme membre du sous-groupe des gélatinases de la famille des MMP, ayant comme
principal substrat la gélatine, un collagéne dénaturé [306]. La structure de base des
gélatinases est composé de plusieurs domaines (Figure 8); 1) un peptide signal dirigeant
les MMP vers la voie de sécrétion, 2) un pro-peptide bloquant le site actif et conférant
ainsi la latence a I’enzyme, 3) un site catalytique contenant un atome de zinc et un
domaine répétitif fibronectine-like aidant & la liaison au substrat, 4) un domaine
hémopexine permettant I’interaction avec le substrat et conférant la spécificité a I’enzyme
en plus, 5) d’une région charniére formant un pont entre le site catalytique et le domaine
hémopexine [298].

MMP-9 est une enzyme dont I’expression est inductible et qui peut étre retrouvée
dans la majorité des cellules immunitaires suite & ’exposition a différents stimuli. Elle
peut étre induite dans les macrophages, éosinophiles, mastocytes, lymphocytes, cellules
NK et cellules dendritiques [308-313]. Elle peut aussi étre sécrétée par les cellules
épithéliales et endothéliales, les fibroblastes et les cellules musculaires lisses [65, 314-
316]. L’expression de MMP-9 peut étre modulée dans ces cellules suite a une activation
par diverses cytokines ou facteurs de croissance (Tableau III), mais également par
Pactivation de récepteurs suite & des interactions cellule-cellule ou cellule-matrice. Par
exemple, les cytokines IL-1, TNFo, IL-2, IL-4 et TGF-B sont reconnues pour induire
Pexpression de MMP-9 dans les lymphocytes T [317-319]. L’activation de a4fl,

VCAM-1, LFA-1 et la fibronectine résulte aussi en une induction de I’expression de
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MMP-9 dans ces cellules ainsi que la stimulation d’ICAM-1 & la surface des cellules
endothéliales [65, 320]. Chez le fibroblaste, le tPA induit ’expression de MMP-9 par
liaison au récepteur LRP-1 et cette induction est complétement bloquée par un
antagoniste [321]. L’IL-1 et le TNFa ainsi que MCP-1, MIP-1a et Rantes peuvent aussi
moduler I’expression de MMP-9, par les monocytes, de fagon paracrine ou autocrine
[322-325]. L’activation de monocytes, mais aussi de cellules endothéliales et cellules de
muscles lisses par CD40 entraine 1’expression de MMP-9 [326-328]. Le TNFa induit
aussi I’expression de MMP-9 dans les mastocytes alors que I’IFNy I’inhibe [329].
Comme I’IFNy, les molécules anti-inflammatoires peuvent aussi inhiber I’expression de
MMP-9. II a été démontré que I’IL-4 et I'INFy, sécrétés par les cellules T, inhibaient
I’expression de MMP-9 par les macrophages, une inhibition qui peut également étre
causée par I’IL-10 [330-333]. Ainsi, il semble que la combinaison de plusieurs cytokines
peut moduler I’expression de MMP-9, I’induisant lorsque nécessaire, lors de réaction
inflammatoire par exemple, et I’inhibant lorsque le processus doit s’arréter afin de
maintenir I’homéostasie tissulaire. De plus, MMP-9 est maintenant reconnue comme une
enzyme pouvant activer ou désactiver certaines cytokines et facteurs de croissance en
plus de plusieurs composants de la MEC et protéases. Elle peut donc s’autoréguler en

activant et inactivant les molécules responsables de son expression.

4.2. Fonctions.
Depuis leur découverte, les MMP ont été considérées comme des enzymes

principalement impliquées dans la dégradation et le remodelage de la MEC. Il est
maintenant bien établi que la capacité des MMP a cliver diverses molécules, tels que des
molécules d’adhésion, chimiokines, cytokines et facteurs de croissance, leur confére une
importance dans plusieurs processus physiologiques. Etant donné les multiples substrats
potentiels de MMP-9 et la diversité des types cellulaires qui I’expriment, tout porte
croire que MMP-9 peut étre impliquée dans plusieurs processus au méme moment et ce,

en des sites et des environnements totalement différents.
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Fonctions attribuées par la génération de souris déficientes pour le géne mmp-9.

L’étude de souris déficientes en MMP-9 est un merveilleux outil pour étudier le
role d’une protéine in vivo. La génération de ces souris a démontré que MMP-9 n’était
pas indispensable a la survie, mais jouait un réle dans le développement squelettique,
probablement via le processus d’angiogenése [334]. En fait, les chondrocytes se
développent normalement, mais avec un certain retard dans les processus d’apoptose, de
vascularisation et d’ossification. Ces processus sont ensuite suractivés pour compenser et
produire un squelette d’apparence normale. De plus, ces processus sont contrdlés par les
cellules de la moelle osseuse puisque la transplantation de moelle osseuse sauvage
corrige le phénotype. MMP-9 a donc un rdle dans la vascularisation du cartilage et
’ossification. Un autre groupe démontra que la déficience en MMP-9 conférait une
résistance a I’encéphalomyélite auto-immune expérimentale chez les jeunes souris,
impliquant MMP-9 dans le développement du systtme immunitaire [335]. Ils
démontrérent aussi que 1’absence de MMP-9 diminuait légérement la fertilité [336]. Suite
a I’ablation de la moelle osseuse, Heissig et al. ont démontré que MMP-9, par la
libération de kit-ligand soluble, était importante pour favoriser la prolifération des
cellules souches quiescentes et leur mobilisation lors de la repopulation de la moelle
osseuse [337]. Ainsi, en plus d’étre impliquée dans la dégradation de la MEC et autres
composés, MMP-9 est impliquée dans la migration et chimiotaxie du systéme

immunitaire et ’angiogenése.

Dégradation de la matrice extracellulaire et activation de composés dérivés.

La MEC est une structure dynamique, en relation directe avec les cellules. Elle
sert de support pour les tissus, de substrat pour la migration cellulaire, mais aussi de
ligand pour les facteurs de croissance et cytokines. C’est en fait une matrice hétérogéne
de protéines telles que le collagéne de type IV, la laminine, le perlecan et I’entactine, dont
I’ensemble produit une matrice de surface cellulaire de 50 & 200 nm d’épaisseur [299].
Les principaux substrats de MMP-9 sont donc présents dans la matrice et les effets
possibles de MMP-9 sont aussi nombreux que la quantité des substrats qu’elle peut
reconnaitre (Tableau III). En plus de dégrader les composants de la matrice, MMP-9 peut

moduler I’activité d’autres protéases et cytokines. Elle peut dégrader la galectine-3,
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séparant le CRD du domaine terminal, ce qui interfére avec la capacité
d’homodimérisation de la galectine [169, 250]. MMP-9 active aussi les cytokines IL-8 et
CXCLI1 puisque que leur clivage engendre des formes tronquées plus actives que la
forme pleine longueur [338]. De fagon similaire, elle active le précurseur le IL-1B en sa
forme biologiquement active [339]. Ainsi, MMP-9 peut engendrer une panoplie de
phénomeénes pro-inflammatoires en favorisant le relichement de la matrice, la libération
et I’activation de cytokines et facteurs de croissance, ce qui permet le recrutement de

cellules immunitaires.

Chimiotaxie et migration.

MMP-9 est exprimée par la majorité des cellules du systtme immunitaire et son
role dans I’activation de plusieurs cytokines et leurs récepteurs laisse présager un role
chimiotactique. Par exemple, il existe une relation de rétroactivation positive entre MMP-
9 et I’IL-8 [340]. En fait, I'IL-8 induite, suite & une infection ou la stimulation par une
cytokine, entraine la chimiotaxie et 1’activation des neutrophiles. Ces derniers sécrétent
MMP-9 qui a son tour potentialise I’activité de I'IL-8, la clivant en une forme 10 fois
plus active, ce qui favorise une amplification de la chimiotaxie des neutrophiles et de la
réponse inflammatoire. En fait, la migration de plusieurs cellules inflammatoires
nécessitent la présence de MMP-9 lors du passage au travers une membrane basale
artificielle comme le matrigel [341-343]. Il a aussi été démontré que MMP-9 était
impliquée dans la migration des cellules basales suite 4 une blessure de la trachée et lors
de bronchiolisation alvéolaire [344, 345]. De plus, il a été démontré que la transfection de
RhoA, une GTPase impliquée dans la migration cellulaire, induit I’expression de MMP-9
et son recrutement en des sites de surface spécifiques d’allongement des lamellipodes, ou
elle co-localise avec CD44, un récepteur transmembranaire [346]. Cette interaction avec
CD44 favorise le migration cellulaire, puisque la liaison du hyaluronan avec CD44,
diminue I’expression de MMP-9 et inhibe le mouvement de cellules ressemblant aux
ostéoclastes [347]. Ainsi, MMP-9 peut favoriser la migration des cellules en: 1)
dégradant la MEC, 2) dégradant les liaison cellule-cellule ou cellule-matrice, et par 3) la
libération de molécules de croissance. De plus, par I’utilisation de peptides dérivés de

phage display inhibant la migration cellulaire, il a été possible de mettre de I’avant un
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modele proposant I’existence d’un complexe protéique de courte demi-vie nommé
invadosome constituée de MMP-9, d’intégrines, d’uPA/uPAR, des protéines de la MEC,
et possiblement d’autres protéines, liées ensemble & la surface cellulaire et qui sont

essentielles au contact de la cellule & la MEC lors du processus de migration [348].

Angiogeneése.

L’implication de MMP-9 dans la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a
d’abord ét¢ mise en évidence dans les souris déficientes pour MMP-9 ou la
vascularisation est légérement retardée lors du développement [334]. Depuis, il a été
démontré que MMP-9 pouvait cliver et activer VEGF (Vascular endothelial growth
Jactor) en le libérant de la MEC, ce qui favorise le recrutement et ’invasion des cellules
endothéliales [349]. De plus, Lee ef al ont démontré, de fagon élégante, que MMP-9
clivait la majorité des isoformes de VEGF relachant le domaine de liaison au récepteur de
la MEC [350]. Ils notérent également que la forme tronquée entrainait la formation de
motifs de néovascularisation irréguliers, caractérisés par I’extension de filopodes,
migration et prolifération subséquentes, résultant en une augmentation de la dilatation et
de la grosseur des vaisseaux, contrairement au motif régulier de formation en feuille.
MMP-9 a aussi un réle dans la mobilisation des précurseurs de cellules endothéliales de
la moelle osseuse [337]. En fait, lors de transfert de moelle osseuse, le transfert de
cellules endothéliales précurseurs, ainsi que les cellules souches hématopoiétiques, dans
le compartiment prolifératif de la moelle osseuse, nécessite 1’activation du ligand c-kit
soluble, qui est libéré par MMP-9. L’absence de MMP-9 dans des souris déficientes
retarde le recrutement des précurseurs de cellules endothéliales et I’angiogenése. Le
méme groupe démontra que I’irradiation module ’angiogenése en induisant MMP-9, qui
a son tour libére c-kit, entrainant le recrutement de précurseurs, la prolifération et la
migration de mastocytes. Les mastocytes sécrétent VEGF, ce qui favorise I’accumulation
des mastocytes, I’angiogenése, et amplifie I’induction de MMP-9 [351]. MMP-9 est aussi
nécessaire dans 1’angiogenése induite suite & une ischémie, o I’expression de MMP-9
par les macrophages est responsable de la guérison du tissu suite a ’activation de c-kit

[352].
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Tableau III : Inducteurs, suppresseurs et substrats de MMP-9.

Inducteurs

IL-2
IL-8
NF-Kappa B
TNFa
AP-1

Plasmine

Suppresseurs

IL-6
IL-10
IFNB

Elastine
TIMP
a2-

macroglobuline

Substrat

extracellulaire

Collagéne (Type
LIV,V, VI, X,
XI, XVII)
Gélatine
Elastine
Laminine
Fibronectine
Aggrecan
Entactine

Caséine

Pro-MMP

Pro-MMP-2
pro-MMP-13

IL-1 1L-4 de la matrice Autres

MBP (myelin basic
protein)
Galectin-3
al-antitrypsine
pro-TNFa
pro-IL-1a
pro-IL-8
pro-TGFp1
Amyloide
Plasminogéne
FGF-R1
IL-2Ra
GROa
CTAP-III
SDF
ET-1
TFPI
ICAM-1
IP-10
MIG
al-PI

a2-macroglobuline
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4.3. Implication dans le cancer.
Depuis des dizaines d’années, il a été établi que la progression de plusieurs types

de tumeurs corrélait avec la sécrétion de MMP-9. Des approches variées utilisant sa
surexpression ou son inhibition dans les cellules tumorales ou péritumorales ont depuis
confirmé le rdle crucial de MMP-9 dans le développement tumoral. L’utilisation de
souris génétiquement modifiées a aussi permis d’évaluer les différents aspects de la

progression tumorale et ce dans plusieurs types de cancer.

4.3.1. Role de la MMP-9 tumorale.
L’implication de MMP-9 dans I’invasion tumorale a été indéniablement

démontrée par une étude dans laquelle sa surexpression dans des cellules embryonnaires
de rat conférait un phénotype métastatique aux cellules [353]. Le méme groupe observa
aussi que D’inhibition de I’expression de MMP-9 par I’introduction de ribozymes
spécifiques diminuait le pouvoir métastatique de cellules embryonnaires transformées
exprimant de hauts niveaux de MMP-9 [354]. Par la suite, ces ribozymes ont été utilisés
pour inhiber I’expression de MMP-9 dans un modéle de cancer de la prostate murin
résultant en une diminution de la métastase aux poumons [355]. La croissance tumorale
de glioblastomes, suite & une injection intracraniale, est aussi pratiquement supprimée par
Iintroduction d’un ADNc antisens de MMP-9 capable de réduire de 10-14 fois son
activité [356]. Puisque I’expression constitutive de MMP-9 par la cellule tumorale
semble lui conférer maintes avantages, plusieurs mécanismes lui ont été directement ou
indirectement attribués. Dans un essai in vitro, ’inhibition de MMP-9, par ARN
interférence dans des cellules agressives dérivées de sarcome d’Ewing, semble favoriser
’agrégation cellulaire et I’expression de la E-cadhérine, ce qui diminue la mobilité
cellulaire [357]. De plus, il a été démontré que la surexpression d¢ MMP-9 dans des
cellules de cancer du sein est responsable du clivage de ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule-1) et que la présence de ICAM-1 soluble inhibe la cytotoxicité antitumorale des
cellules NK [358]. 1I est cependant évident que les mécanismes précis par lesquels
MMP-9 peut engendrer des effets pro-tumoraux sont encore mal connus et pourraient

varier selon le type de tumeurs et le stade de la maladie.
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4.3.2. Réle de la MMP-9 du stroma.
La premiére étude, utilisant des souris déficientes pour MMP-9, a rapporté son

implication dans le processus métastatique en utilisant des modéles expérimentaux de
cancer du poumon et de mélanome [359]. Suite & ’injection des cellules par voies
intraveineuses, les auteurs ont observé que les souris déficientes pour MMP-9
développaient significativement moins de métastases aux poumons que les souris
sauvages, déterminant pour la premiere fois que 1’expression de MMP-9 par les cellules
de I’héte avait aussi un rle dans le processus métastatique. Le role de MMP-9 de I’hote
fut par la suite confirmé par le groupe de Coussens [360]. Ils démontrérent, dans un
modele transgénique de carcinogenése épithéliale, que 1’absence de MMP-9 chez I’héte
retardait 1’apparition du phénotype hyperplasique et dysplasique caractéristique et
diminuait I’incidence de conversion maligne. De plus, les tumeurs ayant réussi  croitre
dans I’environnement déficient révélait un phénotype plus malin. L’utilisation de chimére
de moelle osseuse permit d’observer une reconstitution du phénotype caractéristique
sauvage, nouvelle évidence du réle du stroma dans I’hyperprolifération néoplasique. Par
contre, le transfert de moelle osseuse dans un modéle de métastasie hépatique de
carcinome colorectal ne rétablit pas le phénotype sauvage, ce qui suggére que
I’expression de MMP-9 par les macrophages hépatiques, i.e. les cellules de Kupfer,
favorise aussi la progression du cancer [361]. Pour définir le mécanisme par lequel
I’absence de MMP-9 atténue 1’incidence de carcinomes squameux, van Kempen ef al ont
évalué les réponses angiogéniques et inflammatoires durant la progression néoplasique
dans des souris transgéniques et démontrérent un retard et une diminution de
’angiogenése mais aucune différence en ce qui concerne Iinfiltration leucocytaire dans
les souris déficientes en MMP-9 [362]. Il en est de méme dans un modéle transgénique de
cancer de I’utérus ou on observe une diminution de 66% de I’incidence et une réduction
de 76% du volume tumoral avec inhibition de la formation de vaisseaux sanguins dans les
souris déficientes en MMP-9 comparativement aux souris témoins [363]. Dans un modéle
de souris RIP1-Tag2 déficientes pour MMP-9, I’absence de MMP-9 diminue aussi la
formation de tumeurs et ’angiogenése des ilots pancréatiques, impliquant MMP-9 dans
Pinitiation du processus angiogénique [349]. L’analyse histologique, suite 4 1’injection de

cancer des ovaires humains dans des souris immunodéficientes arborant une mutation du
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gene mmp-9, a permit d’observer une diminution de la croissance tumorale, une réduction
de l'infiltration de macrophages et une baisse subséquente de la densité vasculaire [364].
11 est donc bien établi que I’expression de MMP-9 chez 1’héte joue un réle prépondérant
dans le développement de tumeur et ce en modulant I’angiogenése. Dans la méme veine,
Chantrain et al ont démontré un réle spécifique pour MMP-9 dans la formation de
vaisseaux sanguins matures en favorisant le recrutement de péricytes autour des cellules
endothéliales [365]. En fait, I’analyse histologique de souris injectées avec des cellules de
neuroblastomes a permis d’observer que les microvaisseaux des souris déficientes en
MMP-9 étaient significativement plus petits que les souris sauvages. De plus,
I'implantation des cellules dans du matrigel polymérisé dans ces souris permit d’observer
des couches de péricytes discontinues et une plus faible quantité de péricytes et de
cellules endothéliales.

Ainsi, MMP-9 provenant du microenvironnement tumoral est un joueur clé dans
la progression du cancer. Sa présence favorise le développement de tumeurs et
I’angiogenése associée & la progression tumorale et il semble maintenant évident que la
majorité des cellules responsables proviennent de la moelle osseuse et que le systéme

immunitaire joue aussi un rle important dans le développement du cancer.

4.3.3. MMP-9 dans le lymphome.
La relation entre MMP-9 et le lymphome a été rapporté par le groupe d’Anna

Kossakowska. Ils démontréerent que les niveaux d’expression de MMP-9 corrélaient avec
le stade clinique de LNH et que son expression était un facteur pouvant étre utilisé pour
prédire la survie des patients atteints de la maladie [45, 366]. Une activité protéolytique
de MMP-9 a été observée dans la majorité des biopsies et parmi les cellules récoltées, il a
¢té identifié¢ que les cellules lymphomateuses et les macrophages étaient responsables de
I’expression de MMP-9 [58]. L expression de MMP-9 corréle aussi avec I’expression de
I'IL-6 et il a été démontré que cette cytokine pouvait induire MMP-9 dans des lignées
lymphomateuses qui ne I’exprimait pas [47]. L’expression de MMP-9 a aussi été
observée dans deux lignées cellulaires de lymphome de Burkitt [367] et de myélome
multiple [368]. Des études effectuées dans notre laboratoire ont ensuite démontré que la

croissance d’un lymphome thymique dans une souris induisait une augmentation du taux
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de MMP-9 dans le sérum, et que les niveaux de MMP-9 corrélaient avec la taille de la
tumeur [369]. Il a été observé que I’expression de MMP-9 dans le thymome n’était pas
reliée aux cellules lymphomateuses directement, mais plutdt induite dans les cellules
stromales suite aux contacts avec ces derniéres. De plus, la co-culture de cellules
lymphomateuses avec des cellules endothéliales entraine une induction bidirectionnelle
de MMP-9 suite au contact entre LFA-1 et ICAM-1 [65]. Afin d’identifier le role de
MMP-9 dans la lymphomagenese, notre laboratoire a généré des transfectants stables de
cellules de lymphomes surexprimant MMP-9 ce qui a permis d’établir que 1’expression
constitutive de MMP-9 par les cellules lymphomateuses murines accélérait la progression
tumorale apres D’injection intrathymique et que cet effet n’était pas modifié par
I’expression de son inhibiteur naturel TIMP-1. [12]. De plus, la génération de variants
agressifs, exprimant constitutivement MMP-9, était capable d’outrepasser la résistance
contre le développement du lymphome des souris ICAM-1 déficientes [66]. Il semble
donc qu’une pression sélective contraint les cellules lymphomateuses a exprimer un
nouveau répertoire de genes de fagon a favoriser leur progression vers un phénotype
agressif. L’expression de MMP-9 est aussi induite dans les cellules CD4+ de leucémies

de cellules T adulte (ATL) suite a I’infection par HTLV-I (human T-cell leukemia virus
type I) [370].
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5. Le rdle de la méthylation de I’ADN dans I’expression de génes pro-métastatiques.

La modification épigénétique majeure de I’ADN chez I’humain est la méthylation
de cytosines lorsqu’elles sont placées en amont d’une guanine (CpG). L’ajout du
groupement méthyle se fait généralement a la position 5 du cycle pyrimidique pour
générer la 5-méthylcytosine (m5-C) [371]. L’introduction est catalysée par une réaction
enzymatique accomplie par les méthyltransférases de I’ADN (DNMT) suite au transfert
du groupement du donneur S-adénosyl-méthionine. La distribution des CpG dans le
génome humain n’est pas uniforme, les m5-C forment environ 1% des nucléotides de
’ADN totale et affecte environ 70-80% des CpG du génome [372]. On retrouve dans
approximativement la moitié des génes de long fragments riches en doublets CpG,
nommés ilots CpG [373]. Ces ilots sont souvent situés en 5’ des génes et autour du site
d’initiation de la transcription et rarement dans les autres régions d’un géne, comme les
introns et les exons. En général, dans le génome, la majorité des CpG qui ne sont pas
associés aux ilots sont méthylés alors que les flots CpG en amont des régions promotrices
sont normalement non-méthylés, sauf au niveau du chromosome X inactif de méme que
pour les génes soumis & 1’empreinte parentale [374]. De fagon générale, la méthylation
spécifique de certains CpG est importante dans le maintien des régions non-codantes de
’ADN sous une forme inerte, alors que I’hypométhylation des ilots des promoteurs de
genes serait responsable de 1’expression. La méthylation de I’ADN par les DNMT est

donc un phénomeéne de régulation transcriptionnelle des génes

5.1. Les méthyltransférases de I’ADN.
Les DNMT sont formées de deux domaines, le domaine régulateur N-terminal et

le domaine C-terminal. Le domaine régulateur différe entre les membres de la famille et
contient plusieurs régions d’interaction qui leur permettent de lier ’ADN et d’autres
protéines alors que le domaine C-terminal est hautement conservé et est responsable de
Pactivité catalytique [375]. Chez les mammiféres, on retrouve au moins cinq membres,
initialement classés selon leur spécificité de substrat, soit : 1) les méthyltransférases de
novo, DNMT3a et DNMT3B, qui ajoutent des groupements méthyle au CpG non-
méthylés, et 2) les méthyltransférases d’entretien, DNMT], responsables de la copie du

motif de méthylation du brin parental sur le nouveau brin formé lors de la réplication de
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’ADN [375, 376]. On retrouve également une troisiéme famille de méthyltranférase de
I’ADN, soit DNMT2, identifiée par homologie de séquence mais dont la fonction
demeure inconnue. Auparavant, on croyait chacun des membres responsables de
processus distincts, mais les récentes études révélent maintenant une certaine

coopération.

DNMT1 : une méthyltransférase d’entretien.

DNMTI1, une enzyme contenant 1620 acides aminés, a été la premiére
méthyltransfrase de I’ADN clonée. DNMT1 fait partie des méthyltransférases d’entretien
car il a été observé que I’enzyme avait une préférence pour I’ADN hémiméthylé [377].
L’importance d¢ DNMT1 dans le maintien des motifs de méthylation a été corroborée par
des études utilisant des cellules et des souris déficientes pour DNMT1. Ces études ont
démontré que les cellules souches embryonnaires arborant une mutation dans les deux
alleles du géne dnmtl avaient un taux de méthylation réduit mais stable et que leur
potentiel de différenciation était altéré, bloquant de fagon irréversible le développement
embryonnaire chez la souris [378]. De plus, la mutation homozygote du géne dans les
cellules somatiques entraine, en plus d’une hypométhylation génomique, 1’apoptose
cellulaire en 5-6 jours [379]. Ces résultats indiquent que la méthylation de novo par
d’autres méthyltransférases est suffisante pour maintenir la survie des cellules
indifférenciées alors que la méthylation d’entretien est nécessaire pour la différenciation
et la survie des cellules somatiques. Une activité de novo sur des génes normalement non-
méthylés a aussi ét¢ démontré pour DNMT1 suite & sa surexpression dans les cellules
souches déficientes et sauvages [380]. Par contre, une surexpression trop forte de la
protéine entraine la létalité embryonnaire suite au transfert des cellules souches dans les
blastocystes. De fagon générale, on considére donc que I’activité principale d¢ DNMT1
est la méthylation d’entretien, mais il semble qu’elle puisse aussi avoir une activité de

novo.
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DNMT3a et DNMT3b : des méthyltransférases de novo.

Les enzymes DNMT3a et 3b sont deux enzymes trés homologues mais codées sur
deux genes différents. Elles possedent 908 et 859 acides aminés, respectivement. Elles
different de DNMT1 essentiellement au niveau du domaine régulateur qui contient, dans
ce dernier cas, un domaine de liaison a la PCNA (proliferating cell nuclear antigen).
Elles sont reconnues comme majoritairement responsables de I’ajout de groupement
méthyle sur les CpG non-méthylés sur les séquences régulatrices des génes et sur les
séquences ‘satellites’ des centromeéres respectivement. Par contre, certaines données
laissent croire qu’elles pourraient aussi jouer un rdle dans le maintien en complétant la
méthylation de sites oubliés par DNMT1 [381]. En fait, DNMT1, DNMT?3a et 3b peuvent
tous méthyler des substrats non-méthylés et hémiméthylés et coopéreraient dans le
maintien des motifs de méthylation lors de la réplication [377, 381, 382]. Cette
coopération entre les méthyltransférases a été corroborée par des études sur le fait qu’une
lignée de carcinome du célon déficiente en DNMT1 révélait une faible diminution du
taux de méthylation alors que le taux était dramatiquement altéré dans des cellules

déficientes pour les enzymes DNMT1 et DNMT3b [383, 384].

Enigmatiques DNMT2 et DNMT3L.

DNMT2, une enzyme de 415 acides aminés, est la plus petite des
méthyltransférases, ne possédant pas le domaine régulateur N-terminal présent sur
DNMT1 et DNMT3a et 3b. Bien qu’elle posséde tous les motifs catalytiques, son activité
méthyltransférase n’a pas encore été clairement démontrée [375]. De plus, aucune
altération du processus de méthylation n’a été observée dans les cellules souches
embryonnaires déficientes pour DNMT2 qui sont de phénotype normal [382]. Une
activité méthyltransférase n’a non plus été associée 3 DNMT3L (DNMT3-like), un
enzyme trés homologue avec DNMT3a et DNMT3b. Néanmoins, il a été démontré que
sa présence est essentielle pour I’établissement des motifs de méthylation maternels et
paternels lors de I’oogénése [385]. Ce phénomene pourrait étre expliqué par sa capacité a
se lier physiquement et stimuler DNMT3a et DNMT3b, et possiblement d’autres
protéines impliquées dans la régulation épigénétique de I’ADN, telle que les déacétylases

d’histones [386].
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5.2. Inhibition de la transcription par la méthylation.
La méthylation de ’ADN est un processus lié & la transcription des génes. Des

efforts considérables ont été investis afin d’élucider les mécanismes impliqués dans cette
relation [387] (Figure 9). Essentiellement, on croit que la méthylation de I’ADN pourrait
directement inhiber la transcription en bloquant ’accés des facteurs de transcription a la
région promotrice des génes [388]. On croit également que des protéines de liaison au
groupement méthyle (methyl-CpG binding protein) reconnaissent ’ADN méthylé,
recrutent des co-répresseurs et forment un complexe qui limite 1’accés des facteurs de
transcriptions et inhibent la transcription [389, 390]. Ce systtme de répression
impliquerait aussi des modifications de la chromatine en induisant le recrutement
d’histones déacétylases et acétyltransférases qui seraient responsables de sa condensation
[391]. Récemment, il a été¢ découvert que les DNMT pouvaient aussi interférer dans le
processus de transcription et elles sont maintenant considérées dans les mécanismes de
répression par la méthylation [387]. En fait, les DNMT pourraient étre recrutées par des
répresseurs transcriptionnels et interagir directement avec les histones déacétylases et les
histones méthyltransférases pour modifier la structure de la chromatine [392-395].
Finalement, la méthylation dans le corps du géne, i.e. les introns et les exons, pourrait
aussi inhiber la transcription en bloquant ’accés de I’ARN polymérase II 4 la chromatine,

bloquant ainsi 1’élongation [396].
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Figure 9: Mécanismes d’inhibition de la transcription par la méthylation. A)
Méthylation dans le site de reconnaissance d’un facteur de transcription
activateur peut bloquer sa liaison et inhiber la transcription. B) La liaison de
MBP sur le groupement méthyle entraine le recrutement de co-répresseurs de
HDAC et HAT et le complexe et la modification de la chromatine inhibe la
transcription. C) Les DNMT sont recrutées par un facteur répresseur de
transcription et interagissent physiquement avec HDAC et HMT ce qui modifie
la chromatine et inhibe la transcription. D) La méthylation dans le corps du géne
peut bloquer I’accés du complexe de réplication et inhiber la transcription.
Adapté de Klose and Bird [387].
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5.3. Méthylation et cancer.
Les changements épigénétiques pathologiques sont considérés comme des

alternatives aux modifications chromosomiques et aux mutations, qui sont responsables
de I’altération de la fonction des génes [397]. Ces changements se retrouvent sous forme

d’hypométhylation globale, ou d’hypo- ou d’hyperméthylation spécifique de genes.

Hypomeéthylation et activation des genes.

La perte de méthylation des dinucléotides CpG a été la premicre altération
épigénétique identifiée dans les cellules cancéreuses. La comparaison de I’ADN normal
et ’ADN provenant de cellules tumorales par buvardage de type Southern révéla que
plusieurs CpG étaient méthylés dans I’ADN normal alors qu’ils étaient déméthylés dans
les cellules cancéreuses correspondantes [398]. Il a ensuite mis en évidence que le
contenu en 5-mC était globalement réduit dans les cellules tumorales [399]. Depuis, il a
été démontré que I’hypométhylation globale méne a I’instabilité chromosomique et
augmente la fréquence tumorale en favorisant, par exemple, les translocations
chromosomiques [400]. En fait, il a été démontré que I’introduction d’un alléle
hypomorphe de DNMT1 dans des souris Nfl*" p53*" induisait la formation de sarcomes
plus rapidement et augmentait de 2.2 fois la fréquence de perte d’hétérozygocité [401].
De plus, 80% des souris possédant un alléle hypomorphe et un alléle nul de DNMT1
développent des lymphomes thymiques agressifs en 4-8 mois [402].

L’hypométhylation est aussi responsable de I’activation de genes spécifiques.
Plusieurs ilots CpG sont connus pour étre normalement méthylés dans les tissus
somatiques [403]. Les ilots peuvent étre déméthylés dans le cancer et conduire a
’activation des génes. Par exemple, il a été démontré que I’expression des oncogenes
HRAS et RRAS était affectée par I’hypométhylation [404, 405]. 11 en est de méme pour
plusieurs antigénes tumoraux, tel CAGE, un géne normalement exprimé seulement dans
les testicules et se retrouvant exprimé dans plusieurs cancers, e¢ MAGE un antigene
tumoral associé au mélanome [406, 407]. Plusieurs évidences suggerent aussi une
implication de I’hypométhylation dans D’activation de genes importants dans la
progression du cancer. Une déméthylation des CpG des promoteurs de la cycline D2

provoque sa surexpression dans des cancers gastriques [408]. L’utilisation de matrice
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différentielle d’ADNc a aussi permis d’identifier maspin et S100P, des génes reliés a la
progression du cancer, en tant que genes affectés par 1’hypométhylation [409]. De la
méme fagon, la comparaison de matrices d’oligonucléotides de cellules de cancer de la
prostate et de cellules saines provenant d’un méme patient ont permis de constater que la
surexpression de WNTSA, S100P et CRIP1 dans les cellules tumorales était sous le
contrble de la méthylation [410]. L’hypométhylation est également responsable de la
surexpression de MN/CA9 dans les carcinome de cellules rénales et de S100A4, un géne
associé aux métastases du cancer du colon [411, 412]. Elle est aussi responsable de la
surexpression de MDR1, un géne de résistance aux drogues, dans les leucémie myéloides

[413], de méme que de plusieurs autres génes de résistance dans le cancer du sein [414].

Hyperméthylation et inactivation de génes suppresseurs de tumeurs.

L’hypométhylation n’est pas la seule fagon par laquelle la méthylation contribue a
la progression du cancer. En fait, la majorité des études ont d’abord porté sur
I’hyperméthylation et I’inactivation de plusieurs génes suppresseurs de tumeurs. Le
premier géne suppresseur de tumeur dont la baisse d’expression dans le cancer fut associé
a une hyperméthylation fut le géne de rétinoblastome (Rb) [415]. Ensuite, il a été
démontré que I’expression des génes suppresseurs de tumeurs p16 et von Hippel-Lindau,
de I’enzyme de réparation MLHI1 et de la E-cadhérine était inhibée dans les lignées
cellulaires et cancers primaires et corrélait avec le taux de méthylation de leurs
promoteurs respectifs [416-420]. Récemment, la découverte d’un lien direct menant a
Iinactivation précoce du géne suppresseur de tumeur SRFPI par la méthylation a
I’expression constitutive des génes de réponse aux Wnt (Wingless-related mouse
mammary virus), qui sont responsables de mutations subséquentes d’APC et de la -
caténine lors de la progression du cancer colorectal, a mis en évidence 1’effet des
mécanismes €pigénétiques dans 1’évolution du cancer [421]. En fait, il a été proposé que
I’inactivation précoce des génes par la méthylation pourrait constituer une barriére
épigénétique qui se dresserait dans les premiéres étapes de la progression tumorale et
favoriserait I’instabilité génétique menant a Daltération d’autres génes qui activeraient
’oncogénése. Par la suite, les mécanismes épigénétiques et génétiques collaboreraient

lors de la progression tumorale [422, 423]. L’ensemble de ces recherches met & 1’avant-
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plan un rdle clé de la méthylation en tant que mécanisme primordial de régulation des
genes dont I’altération peut mener a la transformation cellulaire et la progression

tumorale.
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RESUME DU CHAPITRE 1
Cet article a dii étre retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.
Demers M., Magnaldo T., St-Pierre Y. doi: 10.1158/0008-5472.CAN-05-0134

A novel function for galectin-7: Promoting tumorigenesis by up-regulating MMP-9 gene expression
(2005) Cancer Research, 65 (12) , pp. 5205-5210.

La métastasie est un processus multiséquentiel par lequel la cellule cancéreuse,
aprés avoir acquise certaines propriétés, se propage aux différents tissus cibles, en grande
partie selon les concepts de I'hypothése du « Seed and Soi/» émis par Paget. Clest la
raison majeure du décés des gens souffrant du cancer. Nous avons récemment identifié¢ la
galectine-7 en tant que nouveau géne associé a la progression des lymphomes de cellules
T vers un phénotype métastatique, ce qui suggeére une relation causale possible. L'étude
présentée dans ce chapitre visait spécifiquement & déterminer le réle de la galectine-7
dans le lymphome. Nous avons observé que le développement de lymphome thymique
était accéléré dans des cellules lymphomateuses surexprimant la galectine-7. De plus, la
transfection d'un vecteur d'expression contenant le géne de la galectine-7 dans des
cellules lymphomateuses & faible potentiel métastatique augmentait leur comportement
agressif et conférait & ces cellules la nouvelle capacité d'outrepasser la résistance contre
la dissémination du lymphome des souris déficientes pour la molécule d'adhésion
intercellulaire ICAM-1. Finalement, nous présentons des données suggérant que la
galectine-7 module le comportement agressif des cellules de lymphome en contrdlant
I'expression de génes pro-métastatiques comme MMP-9. Cette hypothése est basée sur
les évidences suivantes : (a) les transfectants surexprimant la galectine-7 ont de plus
hauts niveaux d'expression de MMP-9, (b) l'addition de 13-lactose inhibe complétement
{'expression de MMP-9 par les transfectants exprimant la galectine-7 et (c) les formes
recombinantes de la galectine-7 induisent l'expression de MMP-9 dans les cellules
lymphomateuses murines et humaines. Nos résultats ont dévoilé I'existence d'une activité
précédemment inconnue de la galectine-7, la promotion de la progression maligne des

cellules cancéreuses.
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RESUME DU CHAPITRE 2
Cet article a dii étre retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.

Demers M., Biron-Pain K., Hebert J., Lamarre A., Magnaldo T., St-Pierre Y.

Galectin-7 in lymphoma: Elevated expression in human Iymphoid malignancies and decreased

lymphoma dissemination by antisense strategies in experimental model

(2007) Cancer Research, 67 (6) , pp. 2824-2829.
doi: 10.1158/0008-5472.CAN-06-3891

La galectine-7 est principalement retrouvée dans les épithéliums stratifiés
squameux et dans une variété d'autres types de cellules cancéreuses. Comme pour
d'autres membres de la famille des galectines, il a été démontré que l'expression de la
galectine-7 régule négativement le développement de certains types de tumeurs alors que
dans d'autres cas, elle corréle avec leur progression. Par exemple, l'expression de la
galectine-7 est associée aux carcinomes mammaires chez le rat ainsi qu'a la progression
de lymphomes des cellules T. Dans ce travail, nous présentons des évidences qui
indiquent que la galectine-7 est une molécule importante pour la dissémination des
cellules de lymphome in vivo. Nous avons établi que la transfection stable de cellules de
lymphome avec un plasmide codant pour I'ADNe antisense de la galectine-7 inhibait la
dissémination et 1'invasion des cellules lymphomateuses dans les organes périphériques,
augmentant ainsi la survie des souris. Nous avons aussi observé que linhibition de la
galectine-7 dans les cellules agressives corréle avec une diminution de l'invasion des
cellules tumorales dans les organes cibles et une réduction de Il'expression de la
métalloprotéinase de la matrice-9, un géne associé a un mauvais pronostic des
lymphomes non-Hodgkiniens. Finalement, I'analyse de l'expression de la galectine-7
dans 50 échantillons de différents néoplasmes de cellules B matures a révélé que la
galectine-7 est exprimée a des niveaux anormalement élevés dans une proportion
significative de ces néoplasmes comparativement aux cellules B normales. L'ensemble
de ces résultats suggeérent que la galectine-7 serait une cible thérapeutique potentielle

pour le traitement anti-lymphomateux.
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CONCLUSION DU CHAPITRE 2

Figure 11: La galectine-7 est une cible thérapeutique potentielle. La sécrétion de la
galectine-7 confére au lymphome des habiletés métastatiques relides a sa capacité a
induire des génes pro-métastatiques. Si on inhibe son expression, on diminue la
dissémination et I’invasion des cellules lymphomateuses dans le corps. La galectine-7 est
donc une cible thérapeutique potentielle pour le traitement du lymphome.
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RESUME DU CHAPITRE 3

La galectine-7 est une protéine de liaison aux B-galactosides, identifiée a ’origine
comme ¢tant exprimée dans les épithéliums stratifiés, principalement dans les
kératinocytes ou son expression a été associée a I’apoptose induite suite a une exposition
aux rayons UVB. Sa fonction pro-apoptotique est aussi reliée au fait que dans des cellules
de carcinome du colon, la galectine-7 a été démontrée comme étant 1’un des genes de
réponse précoce exprimés suite & ’apoptose induite par p53. Par contre, dans les
néoplasmes lymphoides murins et humains, nous avons démontré que la galectine-7 était
constitutivement exprimée a de forts niveaux alors qu’elle était pratiquement indétectable
dans les lymphocytes normaux. Les mécanismes responsables de 1’activation du gene de
la galectine-7 demeurent inconnus. Dans cette étude, nous avons analysé la régulation de
I’expression de la galectine-7 dans les cellules de lymphome. Nous avons déterminé que
la région du promoteur contenant 571 nucléotides en amont du site d’initiation de la
transcription comprenait les éléments de régulation fonctionnels nécessaires a 1initiation
de la transcription. Nous avons aussi démontré que I’induction de I’expression de la
galectine-7 était indépendante de p53 dans les cellules de lymphomes T chez la souris,
mais qu’une mutation dans la séquence consensus de CRE-BP i la position -59 du
promoteur de la galectine-7, dans un géne rapporteur, bloquait I’activité luciférase. De
fagon plus importante encore, nous avons démontré que la méthylation de I’ADN jouait
un réle central dans le contréle de 1’expression de la galectine-7. Cette conclusion est
basée sur nos résultats démontrant que les dinucléotides CpG présents dans le promoteur
de la galectine-7 des cellules qui I’expriment constitutivement possédent de plus faibles
niveaux de méthylation que les cellules qui ne ’expriment pas. De plus, les cellules
traitées avec un inhibiteur de méthylation expriment de forts niveaux de galectine-7 et les
cellules ayant subit une ablation génétique pour les génes Dnmt-1 et Dnmt-3b
’expriment constitutivement. Ces résultats mettent en évidence la contribution de
’hypométhylation en tant que mécanisme épigénétique contrdlant l'expression de la
galectine-7 durant la progression du lymphome.
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ABSTRACT

Galectin-7 is a B-galactoside-binding protein originally identified in stratified epithelia, most
notably in epidermal keratinocytes where it is associated with apoptosis following exposure to
UVB irradiations. Galectine-7 pro-apoptotic function has been established by the fact that in a
human colorectal carcinoma cell line, galectin-7 has been shown to be one of the early-
response genes to be expressed following p53-induced apoptosis. In human and murine
lymphoid neoplasms, however, we have previously reported that galectin-7 was constitutively
expressed at high levels whereas it was slightly detectable in normal lymphocytes. The
underlying mechanisms that lead to activation of the galectin-7 gene remain unknown. In the
present work, we investigated the regulation of galectin-7 expression in lymphoma cells. We
found that the region of the promoter containing the 571 nucleotides upstream of the initiation
codon contained the functionally independent transcriptional elements that were capable of
initiating active transcription. We also found that upregulation of galectin-7 expression was
independent of p53 in lymphoma cells but mutation of the CRE-BP consensus sequence at
position -59 abolished luciferase activity of the galectin-7 reporter gene. Most importantly, we
found that DNA methylation plays a central role in controlling galectin-7 gene expression. This
conclusion was based on our results showing that cells expressing galectin-7 constitutively had
low levels of DNA methylation at CpGs located in the promoter as compared to those not
expressing galectin-7. Moreover, cells treated with a DNA methyltransferase inhibitor
expressed high levels of galectin-7 and cells bearing genetic ablations for Dnmt-1 and Dnmt-3b
constitutively expressed galectin-7. These data highlight the contribution from DNA
hypomethylation an epigenetic mechanism regulating galectin-7 expression during lymphoma

progression.

Key words: galectin-7/DNA methylation/T cell lymphoma/
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INTRODUCTION

To define the cascade of genetic alterations, which underlie progression to lymphoid
malignancy, we have recently employed an approach based on genomic analysis of an
aggressive lymphoma variant and its non-aggressive parental cells. We found that the most
prominent change among the genes tested was the strong upregulation of galectin-7 in
aggressive lymphoma cells (1). Galectins are carbohydrate-binding proteins with an affinity
for B-galactosides (2). To date, 14 mammalian galectins have been identified and several have
been shown to be secreted and capable of altering cellular functions, such as cell-cell or cell-
matrix adhesion. In mammals, their distribution is tissue specific and their expression is
developmentally regulated (2,3). In the case of Galectin-7, it was initially described as a marker
of the differentiation levels of keratinocytes by Madsen and colleagues (4). It is also expressed
in the sheath of the hair follicle, in the oesophagus and oral epithelia, cornea, and the Hassal’s
corpuscles of the thymus (5). It plays a crucial role in epithelial cell migration and in the re-
epithelialization of corneal and/or epidermal wounds (6-8). The mechanisms regulating its
expression remains, however, largely unknown, mostly in the case of tumor cells. Some
observations suggest that galectin-7 may be under p53 control, since galectin-7 is one of the 14
transcripts out of 7,202 induced in colorectal cancer cells by p53 expression, whose major
function is to regulate apoptosis and DNA repair (9). We have recently reported, however,
high galectin-7 expression levels in a significant proportion of human mature B-cell lymphoid
neoplasms but not in normal B lymphocytes (10). Here we report the first study on the promoter
region of the galectin-7 gene. We identified regulators of expression of this galectin and found

that the 5’ proximal region is under epigenetic control.
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MATERIAL AND METHODS

Culture of cell lines and reagents. The mouse T lymphoma cell lines 267 and 164T2 were
established in our laboratory from radiation-induced primary T cell lymphomas in C57BL/Ka
(11). The Jurkat human T lymphoma cell line, Raji B lymphoma cell line, 4T1 murine breast
carcinoma cell line, MDA-MB-231 and MCF-7 human breast adenocarcinoma cell lines were
purchased from American Type culture collection (Rockville, MD). HCT116 parental and
knockout human colon carcinoma cell lines were a generous gift from Dr. Bert Vogelstein
(Sydney Kimmel Cancer Center, John Hopkins University Medical Institutions, Baltimore,
Maryland). All lymphoma cells were maintained in RPMI-1640 complete medium
(supplemented with 10 % (v/v) FCS, 2 mM L-glutamine, 10 mM HEPES buffer, 0.1 unit/ml
penicillin, 50 pug/ml streptomycin and 55 uM [-mercaptoethanol). 4T1, MDA-MB-31 and
MCF-7 cell lines were maintained in DMEM complete medium (supplement with 8 % (v/v)
FCS, 2 mM L-glutamine, 10 mM HEPES buffer, 0.1 unit/ml penicillin, 50ug/ml streptomycin,
sodium pyruvate ImM (4T1 and MCF-7) and sodium bicarbonate 0.075% (4T1)). HCT116 and
knockout were grown in McCoy’s 5A complete medium. For treatment with doxorubicin
(DOX) 7 x 10° were resuspended in complete medium containing the indicated concentrations
of DOX and incubated for the indicated times at 37°C in a humidified 5% CO, atmosphere. For
treatment with 5’°aza-3’-deoxyxytidine (5’Aza-dC) (Sigma Chemicals, St. Louis, MO), 1 x 10°
for Jurkat and Raji cells, 1 x 10° for 4T1 cells, 1.5x10° for MDA-MB-231 and MCF-7 cells and
2 x 10° for HCT116 cells were resuspended in complete medium containing the indicated
concentrations of 5’Aza-dC and incubated for 72 hours at 37°C in a humidified 5% CO,
atmosphere. For treatment with dibutyril cAMP (dbcAMP), 1 x 10 Jurkat and 1 x 10° 4T1 cells
were resuspended in complete medium containing the indicated concentrations of dbcAMP and

incubated for the indicated times at 37°C in a humidified 5% CO, atmosphere.
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All products were from GIBCO Life Technologies (Burlington, ON, Canada). Horseradish
peroxydase-conjugated donkey anti-rabbit secondary antibodies were obtained from Amersham
(Amersham Pharmacia, QC). The antibody against p53 (FL-393) was purchased from Santa
Cruz (Santa Cruz, CA). The rabbit polyclonal antibody specific for galectin-7 has been

described (12). All other reagents were purchased from Sigma, unless otherwise indicated.

In vivo selection of highly aggressive mouse lymphoma cell lines. The aggressive
164T2511 (S11) and 164T2S19 (S19) cell lines were established from serial in vivo passages
(11 and 19, respectively) of the parent 164T2 line in young adult C5S7BL/6 males using the
spleen as the organ from which lymphoma cells were harvested following intravenous

injection, as previously described (13). Briefly, for each passage, 6-8 week-old mice were

injected via the tail vein with 106 lymphoma cells. When mice presented clinical signs of
lymphoma, they were sacrificed and lymphoma cells were isolated from the spleen (S) or
kidneys (K). A leukocyte suspension was obtained by removing red blood cells using the
standard ammonium chloride-based protocol. The 164T2S3.2 (S3.2) and the 164T2S9.2 (S9.2)
cell lines were established following three and nine in vivo passages, respectively, of the
parental 164T2 cells in C57BL/6 spleen. The 164T2K3.1 (K3.1), 164T2K6.1 (K6.1),
164T2K15.1.3 (K15.1.3), 164T2K3.2 (K3.2), 164T2K6.2 (K6.2), 164T2K9.2 (K9.2) and
164T2K12.2 (K12.2) cell lines were established after three, six, nine, twelve and fifteen
passages respectively using the kidney as the organ from which lymphoma cells were harvested
following intravenous injection. Such clones were maintained in culture without loss of

aggressiveness (1,13).

Western blot analysis. Cells were washed with PBS and resuspended in lysis buffer (10 mM

Tris (pH 7.5), 2.5% Triton X-100) containing protease inhibitors (Complete tablets, Roche,
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Laval, QC). Equal amounts of whole-cell extracts (40 and 100 pg for galectin-7 and p53,
respectively) were separated on SDS-PAGE gel and transferred onto nitrocellulose membranes
(Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON). The membranes were blocked with 10% milk in
PBS/0.5% Tween 20 overnight, subsequently blotted for 2 hours with primary antibodies.
Membranes were probed with polyclonal rabbit anti-galectin-7 (1:500) (12) or rabbit
monoclonal anti-p53 antibody (0.2 pg/ml). Secondary antibodies consisted of horseradish
peroxydase-conjugated donkey anti-rabbit IgG. Detection was performed by the enhanced

chemiluminescence method (Amersham).

RNA isolation and semi-quantitative PCR. Total RNA was isolated from lymphoma cells
using Trizol reagent according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen Canada Inc.,
Burlington, ON). Two pg of total RNA was reverse transcribed using the Omniscript™ reverse
transcriptase (QIAGEN) and PCR amplified using the following conditions: 94°C for 0.5 min.,
54°C for 1 min., and 72°C for 1 min. Then, a final extension step at 72°C for 10 min. The
primers used for PCR amplification are listed in Table II. Thirty (for galectin-7 and GAPDH
gene amplification) and 35 (p21) cycles of amplification were performed in a thermal cycler
(model PTC-100 TM, MJ Research, Watertown, MA). The amplification for each gene was in
the linear curve. Ten ul of the reaction mixture was size-fractionated on a 1.2-% agarose gel
and specifically amplified products were detected by ethidium bromide staining and UV

transillumination. Loading was normalized against the internal control mRNA (GAPDH).

DNA isolation and methylation-sensitive restriction mapping of the galectin-7 promoter.
To document methylation at specific CpG sites within the galectin-7 promoter, genomic DNA
from lymphoma cells was isolated using Intergen DNA extraction kit according to

manufacturer’s instructions (Serologicals Corporation, Toronto, ON). Briefly, 20-50 x 10°
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lymphoma cells were collected and gently lyzed. The nuclei were pelleted and enzymatically
deproteinated. DNA was precipitated with absolute ethanol and re-solubilised. DNA was then
digested with the restriction endonucleases Hpall (10U/ul) and Mspl (8U/ul), or incubated
without enzymes (control) for 3 hours at 37°C. Galectin-7 promoter fragments were amplified
using 5 ul of each digestion products and specific primers (Table II). Unless otherwise
indicated, thirty cycles of amplification were performed in a thermal cycler (MJ Research),
using the following program: 94°C for 0.5 min., 64°C for 1 min., and 72°C for 1 min. (2 min.
for -2003 nt.). Then, a final extension step at 72°C for 10 min. was performed. Ten pl of the
reaction mixture was size-separated on a 1.2-% agarose gel and specifically amplified products

were detected by ethidium bromide staining and UV transillumination.

Determination of the nucleotide sequence of the murine galectin-7 promoter and
plasmid constructions. The 5 region of the galectin-7 gene of the S19 cell line was subjected
to automated DNA sequencing from gel-purified PCR fragments using primers designed to
amplify regions -2003 to +21 and -571 to +21 (Table II). The resulting 2024 and 592 bp PCR
products were subsequently cloned into pCR4-Topo vector (Invitrogen Canada Inc.,
Burlington, ON). Inserts were excised using EcoRI, blunted and subcloned into the Smal
restriction site of pGL3-basic vector (Promega, Madison, WI). Creation of point mutations in
the -571/+21 fragment were made by PCR-based site-directed mutagenesis to generate the

ACRE-BP -59 (TTGCCTTTACTTAAGGTCCCC to TTGCCTTTACCCAAGGTCCCC), the

ASP1-173 (TGTGTGGGGGCAGGGCAGGAGGA to
TGTGTGGGGCTITGGGCAGGAGGA, the ACRE-BP-434
(GCCTGTCTTTGACGGCAGAAGCAGAGG to
GCCTGTCTTTGATTTCAGAAGCAGAGG and the ASP1-515

(GGTAACCTGGGGGGTAGGGTGG to GGTAACCTGGGGCCATGGGTGG) using the
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Quick Change Site-directed mutagenesis method (Stratagene). Automated nucleotide

sequencing confirmed the presence of the expected mutations.

Transient transfection and luciferase assay. Jurkat, HCT116 and 4T1 cells were seeded one
day prior to transfection into a 6-well plate at a concentration of 1 x 10°, 2 x 10° and 1 x 10°
cells per well respectively. Cells were then washed twice with PBS and transfected with 2.5 pg
luciferase plasmid using DNAfectin reagent according to manufacturer’s protocol (Applied
Biological Materials Inc., Vancouver, Canada). For luciferase assays, normalization in
transfection efficiency was measured by cotransfection with 0.5 pg B-galactosidase construct
(kindly provided by Dr. Pierre Lemieux, Supratek Pharma, Laval, QC). The culture medium
was changed to complete medium 5 h after transfection for 48 h. Cell lysis and luciferase
assays were performed using the Luciferase Assay System (Promega, Madison, WI) in a
luminometer (Berthold Lumat LB 9507) and values were converted to relative light units
(RLU). B-Galactosidase activity was measured with the B-galactosidase Assay System kit

(Clontech, Mountain View, USA).

RESULTS

Galectin-7 expression is induced in several lymphoma cells during their transition toward
aggressiveness. Using a genomic approach, we have previoulsy compared the transcriptome
of low metastatic variants with their aggressive variants isolated from serial in vivo passages
using the spleen as the target organs from which the lymphoma cells were recovered. Galectin-
7 was identified as one such gene whose expression was significantly upregulated in aggressive
lymphoma (1). To further characterize whether upregulation of galectin-7 expression in T
lymphoma cells was dependent of tumor microenvironement, Western blot analysis was carried

out on lymphoma cell lines established from three independent series of in vivo passages with
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the 164T2 parental cells that were recovered for each passage from tumors located in the spleen
or the kidneys. We found that galectin-7 protein was upregulated in most of our cell lines
tested, whether they were isolated form the spleen or the kidneys (Fig. 1A and B). Most
remarkably, despite the fact that galectin-7 had been previously associated to pro-apoptotic
activity, the level of expression of galectin-7 in lymphoma cells remained stable for up to 15
and 19 in vivo passages of lymphoma cells in both tissue microenvironment. In fact, the
observation that galectin-7 expression increased upon in vivo passages suggests that a selective

pressure favored cells expressing this protein (Fig. 1B).

p53 does not regulate galectin-7 in lymphoma cells. To address the molecular mechanism
responsible for the upregulation of galectin-7 in lymphoma cells, we first examined the role of
p53 since previous studies had reported that galectin-7 could be induced by p53, at least in the
case of human colorectal cancer cells (9). Our results clearly showed, however, that the level
of galectin-7 expressed in different lymphoma cells lines did not correlate to p53 levels. In
fact, although most of our lymphoma cell lines expressed galectin-7 constitutively, most of
these cells did not express detectable levels of p53 (Fig. 2A). Similar results were obtained
when we examined p53 expression at the mRNA level (data not shown). Using the mouse p53
genomic sequence (accession number mCG15749.1) as a reference, DNA sequencing
performed from the DNA of lymphoma cell lines (164T2, 267, and S19), expressing or not
galectin-7, showed no mutations in regions of the p53 gene previously associated with genetic

alterations of p53 expression.

The p53 protein has a short half-life and is normally maintained at low, often undetectable
levels in cells (14). Its expression levels can, however, be induced, upon exposure to various

chemotherapeutic drugs (15,16). To study whether induction of p53 could upregulate
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galectin-7 expression, lymphoma cells were treated with increasing concentrations of
doxorubicin (DOX) for four hours and analyzed for galectin-7 expression. Our results showed
that although such treatment induced a strong increase in the steady-state level of p53 in
164T2 and S11 lymphoma cells, we could not detect increased expression of galectin-7 upon
treatment (Fig. 2B). As expected, however, increase of p53 protein level following such

Wafl/Ciel g cyclin-dependent kinase inhibitor known to mediate some of

treatment induced p2
the biological effects of p53 activation (Fig. 2C) (17), providing that p53 in these lymphoma
cells is functional. Taken together, these results suggest that upregulation of galectin-7 in

lymphoma cells is p53 independent.

Methylation status of galectin-7 in murine lymphoma cells. We have previously shown that
the expression of galectin-7 is activated in T lymphoma cells treated with the inhibitor of DNA
methylation 5-aza-2’-deoxycytidine (5’Aza-dC) (1). To determine whether aberrant promoter
methylation could contribute to the variation of galectin-7 expression in our cell lines, we
examined the methylation status at CpGs sites within its promoter in lymphoma cells with
different galectin-7 expression by PCR amplification of genomic DNA after restriction digest
with the methylation-sensitive enzyme Hpall (CCGG). In the first series of experiments, we
have examined the methylation status of CpGs located in the 5° flanking region of the galectin-
7 gene (from —2003 bps upstream to + 21 bps of the ATG start codon) in various lymphoma
cell lines expressing or not galectin-7 (Fig. 3A). We found that lymphoma cells that do not
express galectin-7, such as 164T2 cells, were heavily methylated in this promoter region as
compared to the S19 lymphoma cells which constitutively express galectin-7 (Fig. 3B). To
examine further methylation status of the galectin-7 gene promoter in other cell lines, we used
primer pairs which amplify across the Mspl/Hpall sites located within promoter region (located

at positions -145, -903, and —1221 bps upstream of the ATG start codon). Undigested or DNA
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digested with Mspl were both used as controls to assess the quality of genomic DNA source
and accessibility of individual sequences to restriction enzymes. We found that the 164T2
lymphoma cells were heavily methylated at all three Hpall/Mspl sites, as evidenced by the
resistance of PCR products to Hpall digestion (Fig. 3C). Methylation of these three sites was
also observed in the 267 lymphoma cells, which also do not express galectin-7 (1,18) (data not
shown). In contrast, all three cell lines expressing galectin-7 had PCR products sensitive to
Hpall digestion, indicating of low methylation at CpGs islands within the promoter. The
presence of very small amount of PCR products most likely reflect the fact that CpG
methylation is often significantly less than 100%, as reported in methylation analysis of other

promoters (19).

Impaired methylation induces galectin-7 expression in human cell lines. We further
examined the importance of DNA methylation in relation to galectin-7 expression. First, we
found that treatment of both human Jurkat T lymphoma and human Raji B lymphoma cell lines
with the pharmacological inhibitor of DNA methylation 5’Aza-dC induced a dose-dependent
galectin-7 expression (Fig. 4A). Second, this inhibition of DNA methylase activity in human
MCF-7 and MDA-MB-231 human breast cancer cell lines as well as in the human HCT116
carcinoma cells also induced de novo expression of galectin-7 in these cells (Fig. 4B).
Moreover, galectin-7 expression was also induced in HCT116, MCF-7 and MDA-MB-231 cell
lines after treatment with another DNA methyltransferase inhibitor, zebularine which have a
better stability, lower toxicity and higher selectivity (20) (data not shown). Finally, double
knock out (DKO) HCT116 cells bearing genetic ablations for Dnmt-1 and Dnmt-3b (DKO)
(21), which is commonly used to unmask the role of hypomethylation on gene expression,

constitutively expressed higher levels of galectin-7 mRNA as compared to their parental wild-
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type parental cells (Fig. 4C). Taken together, these results indicate that DNA methylation

plays a central role in controlling galectin-7 gene expression.

Functional analysis of the murine galectin-7 gene promoter. To further understand the
control of galectin-7 gene transcription, two genomic DNA fragments containing 2,024 bp (-
2003 to +21) and 592 bp (-571 to +21) encompassing the 5'-flanking region of the mouse
galectin-7 gene upstream of the translation start codon ATG were isolated by PCR from S19
lymphoma cells and cloned into the pGL3-Basic vector. Sequence analysis revealed that the
galectin-7 promoter region contains one canonical TATA box and putative binding sites for the
following transcription factors: Spl, AP-1, CRE-BP, GATA-1, etc. In addition, the promoter
also contains several GC boxes (Fig. 3A). These fragments were cloned upstream of the
firefly luciferase cDNA into pGL3-basic vector, assessed for promoter activity and tested for
their ability to drive the expression of the luciferase reporter gene in different cell lines. Our
results show that the short fragment (-571 to +21) contained functionally independent
transcriptional elements that were capable of initiating transcription in Jurkat cells (Fig. 5A).
The level of transcriptional activity obtained with the short fragment was comparable with that
obtained with the longer fragment containing 2,024 bp. Similar results were obtained in the
human HCT116 colon carcinoma cells and the murine 4T1 breast cancer cell line (Fig. 5B and

).

To evaluate the roles of the Spl and the CRE-BP in the galectin-7 gene activation, we
introduced site-directed mutations at individual Spl and CRE-BP sites in the galectin-7
promoter-reporter gene construct containing the minimal promoter. We found that mutations
of the CRE-BP consensus TTACTTAA to TTACCCAA at position -59 but not at position -434

reduced luciferase gene expression as compared to the wild-type control, whereas mutations of
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the Sp1l had no effect in all cell lines tested(Fig. SA-C). Taken together, these results indicate
that the proximal -571 nucleotides of the promoter are sufficient for galectin-7 transcription
and suggest CRE-BP may play a fundamental role in the control of galectin-7 expression, at

least in tumor cells.

Induction of the cyclic AMP pathway results in increased galectin-7 expression. Since
mutations of the CRE-BP binding site located at -59 nucleotides repressed the transcriptional
activity of the galectin-7 promoter, we assessed whether if galectin-7 expression could be
increased upon triggering of the cAMP pathway. To test this possibility, Jurkat lymphoma
cells were treated with 1mM of dibutyryl cyclic AMP (dbcAMP) and galectin-7 mRNA
expression was monitored by RT-PCR at different time post-stimulation. The results showed
that galectin-7 is induced in Jurkat cells after treatment with dbcAMP and that the expression is
highest after 18 hours of treatment (Fig. 6A). As expected from our previous results with the
reporter vector, this induction was not restricted to lymphoma cells but was also observed using
4T1 breast carcinoma cells (Fig. 6B). Moreover, treatment with forskolin, an activator of
adenylcyclase, also increased galectin-7 expression (data not shown). Taken together, these

results showed that the cAMP pathway is implicated in the regulation of galectin-7 expression.

DISCUSSION

We have previously reported high levels of galectin-7 expression in a significant proportion of
human and murine lymphoid neoplasms but not in normal lymphocytes. How galectin-7 gene
expression is induced in lymphoma cells is unknown. What we detail here is the first
characterization of the galectin-7 gene promoter and its activation by DNA hypomethylation.
For this purpose, we adopted a strategy based on in silico sequence analysis and luciferase

reporter gene assays. Our results show that: 1) in contrast to what has previously been reported
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in the case of human colon carcinoma cells, upregulation of galectin-7 expression was
independent of p53 in lymphoma cells; 2) the region of the promoter containing 571
nucleotides upstream of the initiation codon contained all functionally independent
transcriptional elements capable of initiating transcription; 3) mutation of the CRE-BP
consensus sequence at position -59 abolished luciferase activity of the galectin-7 reporter gene,
and 4) DNA methylation plays a central role in controlling galectin-7 gene expression since
cells expressing galectin-7 constitutively had low levels of DNA methylation at CpGs located
in the promoter as compared to those not expressing galectin-7 and cells treated with a DNA
methyltransferase inhibitor or bearing genetic ablations for Dnmt-1 and Dnmt-3b constitutively

expressed higher levels of galectin-7.

Galectin-7 is a 15 kDa protein originally found in the human epidermis (4,22). In contrast,
galectin-7 was not reported to be expressed in simple epithelial from endodermal origin such as
the kidney or the liver (5,23). In fact, galectin-7 has often been associated with apoptosis, most
notably in keratinocytes following UVB irradiation (12) which is known to stabilize the p53
protein. Galectin-7 has also been identified as one of the p53 inducible genes, raising the
possibility that it may be implicated in p53-mediated transcriptional activation and apoptosis
(9). The fact that galectin-7 was expressed at high levels in chemically-induced rat mammary
carcinoma (24) and in mouse and human lymphoid malignancies (10,18) indicate, however,
that different biological functions might be attributed to galectin-7 and that distinct
transcriptional mechanisms are likely to be involved in different cell types, most notably in
different types of tumor cells. This may explain the apparent conflicting results showing that
galectin-7 expression is p53 independent in lymphoma cells, as compared to what occurs in

colon carcinoma cells.
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Major attention has recently focused on DNA methylation as a possible regulatory mechanism
for the expression of a number of genes during the malignant process (25). Aberrant genomic
methylation found in cancer cells suggests that the imbalance in the methylation status of the
genome may contribute to tumor progression by favoring reactivation of promoters of genes
involved in different aspects of tumorigenesis (26). Rosty et al., (27) have recently reported
hypomethylation of the S100A4 gene in pancreatic cell carcinomas. A correlation of
hypomethylation and expression of MN/CA9 (a tumor-associated antigen) was reported by Cho
et al., (28) in renal cell carcinomas. Additionally, DNA hypomethylation and overexpression
has been shown for MDR in myeloid leukemia (29), for BCL-2 in chronic lymphocytic
leukemia (30), for MAGE-1 in melanomas (31) and for c-Ha-RAS in gastric carcinomas (32).
Recently, Strichman-Almashanu et al., (33) have identified unique CpG islands that are
methylated specifically in normal tissues but not in cancers. Using an experimental lymphoma
model, we have previously shown that hypomethylation favors the emergence of aggressive
lymphoma cells by inducing MMP-9 (34), a gene associated to high-grade lymphomas (35,36).
We had also shown that demethylating agents induce the expression of galectin-7 in lymphoma
cells (1). In the present work, we provide additional evidence that galectin-7 is regulated by
DNA methylation. To our knowledge, this is the first study reporting that galectin-7 is
regulated by DNA methylation. The silencing of galectin-7 during normal lymphocyte
development at the early stages of lymphoma progression could thus be necessary to suppress
the influence of specific transcription factor, such as CRE-BP. Such possibility for a role in
DNA methylation in the expression of other members of the galectin family has been raised in
other types of cancers. Galectin-3 promoter, for instance, is highly methylated in pituitary as

well as in other tumors but not in normal tissue (37,38).
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In conclusion, our studies provide a starting point for a more detailed examination of galectin-
7 gene regulation. Our findings strongly suggest that DNA methylation and CRE-BP but not
p53 likely play a role in the induction of galectin-7 expression during lymphoma progression.
Further studies are needed to elucidate the functional relationship between these mechanisms

and whether they also play a role in the expression of galectin-7 in normal development.
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1. Analysis of galectin-7 expression in lymphoma cells. Western blot analysis of
galectin-7 in lymphoma cell lines isolated from in vivo passages using the (A) spleen or the (B)
kidney as the organ from which lymphoma cells were harvested following intravenous
injection. Proteins from cell lysates were immunodetected with galectin-7-specific polyclonal

antibodies as described (1,12). Results are representative of three independent experiments.

FIGURE 2. p53 expression does not correlate with galectin-7 expression in lymphoma
cells. A, Western blot analysis of p53 and galectin-7 in murine lymphoma cell lines. Proteins
from cell lysates were immunodetected with galectin-7-specific polyclonal antibodies as
described. Cos-7 cells, which express p53 constitutively, were used as a positive control for
p53 expression. B, Activation of pS3 in lymphoma cells fails to induce galectin-7 expression.
Lymphoma cell lines (164T2 and S11) were maintained in complete medium and treated with
the indicated doxorubicin concentrations. Total cell proteins from each sample were resolved in
SDS/PAGE, transferred, and immunoblotted with antibodies against p53 and galectin-7.
Untreated cells were included as controls. Data are representative of three independent
experiments. C, Induction of p21™*"CP! in T lymphoma cells by doxorubicin treatment.
Lymphoma cells were treated for the indicated times with doxorubicin concentration of 0.005

1 Wafl/Cipl was assessed

pg/ ml and 0.05 pg/ ml. Total RNA was extracted and expression of p2
by RT-PCR using specific primers. The expression of GAPDH was included as an RNA

loading control. Data are representative of two independent experiments.

FIGURE 3. Methylation status of galectin-7 promoter in lymphoma cells. A, Schematic
diagram of galectin-7 promoter depicting the methyl CpG dinucleotides and the relevant cis-

acting elements. The vertical green lines represent the location of CpG dinucleotides, and the
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arrow indicates the approximate position of the transcription start site. The horizontal bars
below the schematic indicate the location of the DNA fragments amplified by methylation-
sensitive restriction fingerprinting on the DNA recovered from lymphoma cells. B, Genomic
DNA was digested with Hpall and Mspl, or incubated without enzymes (control) for 3 hours at
37°C. The presence of a 2024 bp product after PCR amplification indicates that galectin-7
promoter was methylated in 164T2 cells, but not in S19 cells. C, Methylation status of
individual CpGs located within specific Hpall sites in the galectin-7 promoter of different
lymphoma cell lines was further confirmed using primers encompassing specific Hpall sites
(located at position -145, -903 and -1221 bps). Lane M indicates the DNA ladder. Data are

representative of three independent experiments.

FIGURE 4. Galectin-7 is expressed in human cancer cells with impaired methylation.
Expression of galectin-7 assessed by RT-PCR analysis following a 72 hours treatment with the
5’Aza-dC demethylating agent at the indicated concentrations. Induction of galectin-7 has
been observed in (A) Jurkat (leff) and Raji (right) human lymphoma cells, (B) MCF-7 (lef?),
MDA-MB-231 (right) breast cancer cell lines and HCT116 (bottom) colon carcinoma cell line.
(C) Constitutive galectin-7 mRNA expression in DKO somatic cells double-knock-outs for
Dnmt-1 and Dnmt-3b compare to their parental counterparts HCT116 as assessed by RT-PCR
analysis. The expression of GAPDH was included as an RNA loading control. Results are

representative of two independent experiments.

FIGURE 5. Mutation of CRE-BP binding site repressed galectin-7 gene activation.
Luciferase reporter assay demonstrating galectin-7 promoter activity in (A) Jurkat human T
lymphoma cells, (B) HCT116 human colon carcinoma cells and (C) murine 4T1 mammary

carcinoma cells. Fragments encompassing -2003/+21 and -571/+21 of the galectin-7 promoter
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have been fused to luciferase gene. Site-directed mutagenesis for two SP1 recognition sites (A-
173 and A-515) (black box) and two CRE-BP recognition sites (A-59 and A-434) (black
rhombus) have been generated with the -571/+21 fragment. Constructs were transiently co-
transfected for 48 hours with pCMV/B-gal and cell lysates used to evaluate luciferase activity.
Values of luciferase activities were normalised for transfection efficiencies by assaying for -
galactosidase activity. The histogram represents the mean + S.D. of three independent

experiments performed in duplicates.

FIGURE 6. Induction of galectin-7 expression following dibutyryl cAMP treatment. A,
Time-course kinetic of galectin-7 mRNA expression in Jurkat human T lymphoma cell line
treated with 1 mM of dbcAMP. Histogram shows the quantitative analysis of galectin-7
expression performed by imaging densitometry. B, mRNA analysis of galectin-7 expression in
4T1 mammary carcinoma cells treated with the indicated concentrations of dbcAMP for 18
hours. Total RNA was extracted and galectin-7 expression was assessed by RT-PCR. The
expression of GAPDH was included as an RNA loading control. Data are representative of two

independents experiments.
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TABLE I: Sequences of the oligoprimers used for DNA sequencing of p53.
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Primer F Sequence 5'->3' Primer R Sequence 5'->3' Exon # size (bp)
MESF TCTCTTCCAGTACTCTCCTC MESR GAGGGCTTACCATCACCATC 5 204
MESF TCTCTTCCAGTACTCTCCTC MES-6R  AATTACAGACCTCGGGTGGCT 5-6 425
ME7F GCCGGCTCTGAGTATACCACCAT ME7R1 GGAAACAGAGGAGGAGACTTCAT 7 257
ME7F GCCGGCTCTGAGTATACCACCAT ME7R2 GGTAGATAGGGTAGGAAC 7 231
ME8F1 TCTTACTGCCTTGTGGCTGGTCCT ME8R1 CAGGTGGGCAGCGCTGTGGAAGG 8 269
ME8F2 TCCCGGATAGTGGGAACCTT ME8R2 GCCTGCGTACCTCTCTTTGC 8 157
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TABLE II: Sequences of the oligoprimers used for RT-PCR and methylation-sensitive

restriction mapping.
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Gene/Specificity

Sense sequence

Antisense sequence

Nt.
(bp)

Human Galectin-7

Human Galectin-7

Murine Galectin-7

Galectin-7 promoter -2003 nt.
Galectin-7 promoter -966 nt.
Galectin-7 promoter Hpall #1
Galectin-7 promoter Hpall #2
Galectin-7 promoter Hpall #3

GAPDH
p2 1 (Wafl/Cipl)a

ATGTCCACCGTCCCCCACAAG
TTGCTCCTTGCTGTTGAAGACCAC
CCATGTCTGCTACCCATCAC
CCATGTGTGTGTGAACCTGAAGAG
CAGGCTATTGGAAGTTCCCC
GCCACTCCATTACTGACCAC
CAGGCTATTGGAAGTTCCCC
CCATGTGTGTGTGAACCTGAAGAG
CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT
AGATCCACAGCGATATCCAGAC

TGACGCGATGATGAGCACCTC
AGGTTCCATGTAAACCTGCTGTGC
GCTTAGAAGATATTCAATGAATGC
CCCCAGTATACTTACAGACATGGC
CCCCAGTATACTTACAGACATGGC
CCCCAGTATACTTACAGACATGGC

GCCACTGTACTGACGTACAGG
GTTACCACTCCTAACAGCCCAGC
AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC
ACACACAGAGTGAGGGCTAAGG

282
107
411
2024
987
592
287
877
306
604

*Xiao et al.(39)
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Figure 1
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Figure 2
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CONCLUSION DU CHAPITRE 3

Figure 12: L’expression de la galectine-7 est induite par I’hypométhylation de
PADN et PAMP cyclique. Une altération des mécanismes de méthylation de ’ADN et
des mécanismes impliqués dans 1’homéostasie est souvent caractéristique de la
progression tumorale. L’hypométhylation de I’ADN et ’activation de la voie de I’ AMP
cyclique sont impliquées dans 1’induction de la galectine-7 lors de la progression du
lymphome vers un phénotype agressif et peuvent donc étre, en partie, responsable de
I’avénement des propriétés métastatiques du lymphome.
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1. Importance de la découverte de la galectine-7 dans la progression tumorale.
La recherche de geénes conférant aux lymphomes agressifs la capacité¢ de se

disséminer a conduit nos travaux vers la galectine-7. Au moment d’entreprendre ces
travaux de theése, la littérature définissait la galectine-7 en tant que marqueur de
kératinocytes et d’épithélium stratifiés possiblement impliqué dans 1’adhésion cellule-
cellule et/ou cellule-matrice [265, 266], puis comme géne associé a la fonction pro-
apoptotique de p53 [279]. Depuis, nos travaux ont démontré que 1) la galectine-7
favorise la croissance et la progression du lymphome, possiblement via sa capacité a
induire I’expression de MMP-9 ; 2) elle confére au lymphome la capacité d’outrepasser,
du moins en partie, la résistance des souris déficientes pour ICAM-1 contre la
dissémination des lymphomes ; 3) son inhibition dans les lymphomes agressifs diminue
leur potentiel métastatique ; 4) son expression dans le lymphome n’est pas sous le
contrle de p53 et ; 5) la méthylation de I’ADN et la voie de I’AMP cyclique jouent un

réle important dans le contrdle de son expression.

Identification de la galectine-7 dans les lymphomes agressifs.

Afin d’identifier les génes qui conférent au lymphome la capacité¢ de se
disséminer, nous avons utilisé un modéle murin expérimental de lymphome radio-induit.
Notre laboratoire a généré des cellules lymphomateuses agressives par sélection in vivo
dans des souris C57BL/6 normales [66]. L’agressivité des lignées cellulaires 164T2S11
(S11) et 164T2S19 (S19) a été établie suite & une série de passages in vivo par injection
intraveineuse, 11 et 19 passages respectivement, de la lignée de lymphome thymique
164T2. Comme les cellules métastatiques, S11 et S19, les cellules non-métastatiques
164T2 ont des propriétés de migration organes spécifiques identiques [66], ce qui
implique que le comportement agressif de nos variants émerge d’un nouveau
transcriptome constitué de génes dont la fonction s’exprime aux étapes tardives du
processus métastatique, plus précisément aux étapes ‘post-homing’, ou post-
extravasation.

L’analyse comparative, par matrices différentielles d’ADNc, des cellules non
agressives et des variants hautement métastatiques nous a permis d’identifier plusieurs

génes étant différentiellement exprimés (Annexe A). Parmi ces génes, nous avons
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observé une forte augmentation de I’expression du géne de la galectine-7. Cette derniére
était reconnue, en condition normale, pour étre spécifiquement exprimée dans les
épithéliums stratifiés [265, 266, 273] et induite suite & I’exposition aux rayons UV [280]
ce qui 'implique dans la protection contre les coups de soleil. Au niveau du cancer,
I’expression de la galectine-7 avait été retrouvée dans les carcinomes squameux [291],
mais peu exprimée dans les kératinocytes transformés [265] alors qu’elle s’avérait
augmentée lors de carcinogenése mammaire induite chimiquement [293]. Nos recherches
démontraient donc, pour la premiére fois, que la surexpression de la galectine-7 semblait
étre corrélée avec I’agressivité du lymphome, suggérant une relation causale possible.
Depuis, nos travaux ont mis en évidence I’importance de la galectine-7 dans le
développement du lymphome murin et son expression dans les LNH. Depuis, d’autres
études ont rapporté que la galectine-7 est anormalement surexprimée dans divers cancers
humains, notamment les carcinomes squameux thyroidiens et buccaux [292, 295]. De
plus, il a été démontré que 1’expression de la galectine-7 corrélait avec un fort taux de
récurrence de carcinomes de I’hypopharynx humain ce qui corrobore le potentiel pro-

tumoral de la galectine-7 [296].

Meécanisme d’action de la galectine-7 : un modeéle pour les galectines.

Dans le chapitre I, nous avons voulu déterminer si 1’expression de la galectine-7
dans le lymphome conférait un certain avantage & celui-ci ou si son expression était
induite de fagon aléatoire. La transfection du géne codant de la galectine-7 dans les
cellules non-agressives nous a permis de déterminer que : 1) la croissance primaire du
lymphome est accélérée par I’injection de cellules exprimant la galectine-7 ; 2) ces
mémes cellules favorisent une dissémination et une invasion plus rapide du lymphome
et; 3) la surexpression de la galectine-7 est suffisante pour attribuer aux cellules
lymphomateuses la capacité d’outrepasser, du moins en partie, la résistance des souris
deficientes pour ICAM-1. La galectine-7 confére donc a elle seule un net avantage au
lymphome, le rendant plus habile dans sa quéte d’établissement de tumeurs secondaires
dans un nouvel organe/tissu. Cet avantage pourrait étre expliqué, du moins en partie, par
nos résultats démontrant que la galectine-7 induit 1’expression de MMP-9, un géne

associé a ’agressivité du lymphome, et dont la transfection augmente la croissance de

124



notre modele de lymphome [12, 367]. Cette relation fonctionnelle entre la galectine-7 et
MMP-9 ouvre de nouveaux horizons sur les mécanismes impliquant les galectines dans la
progression tumorale. Plusieurs membres de la famille des MMP peuvent moduler divers
processus impliqués dans la dissémination du lymphome (Annexe B). Ainsi leur
induction possible par les galectines pourrait s’avérer crucial dans 1’élucidation des
mécanismes régissant le processus métastatique. Par exemple, leur induction pourrait
notamment étre responsable de 1’augmentation de la mobilité et 1’invasion in vitro des
cellules de cancer du sein surexprimant la galectine-3 [245]. L’induction d’un membre
des MMP par la galectine-1 pourrait aussi expliquer le fait que la croissance tumorale et
’angiogenése sont significativement inhibées dans les souris déficientes pour la
galectine-1 [186]. En fait, MMP-9 est, entre autres, reconnue pour moduler I’angiogenése
en libérant VEGF [349] et son ablation génétique dans des souris résulte en une réduction
du nombre et de la taille des vaisseaux sanguins [365]. Si on considérait que la galectine-
1 pouvait induire MMP-9, son absence provoquerait une diminution de 1’expression de
MMP-9, et donc une inhibition de VEGF et de I’angiogenése. 1l en est de méme pour la
galectine-3 qui, lorsque surexprimée de fagon cytoplasmique dans le cancer de la
prostate, provoque une forte vascularisation [146]. On peut croire que la surexpression de
la galectine-3 stimulerait I’expression de MMP-9 qui a son tour libérerait le VEGF, ce
qui favoriserait I’angiogenése. De plus, 1’induction des MMP par les galectines pourrait
favoriser la progression tumorale par le clivage de médiateurs solubles [424], de
molécules d’adhésion [358], et par leur implication dans I’évasion du systéme
immunitaire [425]. Le dévoilement de 1’induction de MMP-9 par la galectine-7 laisse
donc présager un nouveau mécanisme par lequel les galectines peuvent favoriser la
progression tumorale. Il est possible néanmoins que la galectine-7 puisse induire
I’expression d’autres genes pro-métastatiques dont I’identité reste a définir. Des travaux
futurs, utilisant des analyses comparatives de transcriptomes, par exemple, pourront

certainement aider a éclaircir cette question.
Une nouvelle cible potentielle pour le traitement du cancer.

L’inhibition de I’expression des galectine-1 ou -3 dans le cancer du célon, le

cancer du sein, ainsi que les gliomes et glioblastomes s’est avérée bénéfique pour inhiber
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la progression tumorale [184, 229, 232, 257, 258]. La découverte de I’expression
constitutive de la galectine-7 dans des lymphomes agressifs de la souris ainsi que son role
dans la progression du lymphome nous a donc poussé a déterminer si la galectine-7 avait
un potentiel en tant que cible thérapeutique. Dans le deuxiéme chapitre, nous avons
démontré que : 1) la galectine-7 est exprimée dans plusieurs types de cancers
hématologiques d’origine humaine et que ; 2) son inhibition diminuait le phénotype
agressif de nos lymphomes. Pour la premiére fois, la galectine-7 était identifiée comme
une cible thérapeutique potentielle contre le lymphome.

De plus, comme la galectine-7 avait préalablement été associée au cancer du sein
[293], nous avons voulu déterminer si elle pouvait étre impliquée dans la progression de
ce dernier et ainsi servir de cible thérapeutique dans le traitement de différents types de
cancers. Nous avons donc généré des transfectants stables de cellules de carcinome
mammaire 4T1 surexprimant la galectine-7 et nous les avons injectés dans la glande
mammaire de souris syngénéiques afin d’évaluer si la galectine-7 avait un effet sur le
développement du cancer du sein (Annexe C). Les résultats ont démontré que la
galectine-7 augmentait significativement, comme dans le cas du lymphome, le pouvoir
tumorigénique des cellules en diminuant la survie des souris (Annexe D). Les cellules
4T1 sont des cellules de carcinomes mammaires murins qui provoquent la formation de
métastases au foie, aux poumons, au cerveau et dans la moelle osseuse. Ce modéle est
utilisé fréquemment pour les études fondamentales du cancer du sein [426]. Les analyses
macroscopiques et histologiques des organes de souris injectées avec des cellules 4T1 ont
révélé que les souris injectées avec les cellules surexprimant la galectine-7 avaient plus
de nodules tumoraux aux poumons que celles injectées avec les cellules témoins, et ce
malgré qu’elles aient été sacrifiées plus tot (Annexe E). Nos résultats suggerent donc que
la galectine-7 augmente le pouvoir tumorigénique des cellules 4T1 en favorisant la
formation de métastases aux poumons.

Afin de déterminer si la galectine-7 était exprimée dans les cancers du sein
humain, nous avons évalué ’expression, par immunohistochimie, de la galectine-7 dans
un vaste ¢chantillon de tissus mammaires provenant de biopsies de patientes atteintes de
carcinomes mammaires. Les résultats ont démontré que plus de la moitié des 50

¢chantillons exprimaient la galectine-7 (Annexe F). Une expression de la galectine-7 était
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retrouvée dans les cellules malignes et surtout au niveau des cellules myoépithéliales. Ces
derniéres se retrouvent juxtaposées entre les cellules en prolifération et en différenciation
normale dans le sein et séparent les cellules en prolifération et en différenciation
anormale lors de stade précancéreux, ce qui suggére qu’elles pourraient réguler la
transition vers un phénotype invasif [427]. De plus, comme elles entourent les canaux
glandulaires et 1ésions néoplasiques, elles forment une barriére entre les cellules
¢pithéliales et les cellules endothéliales en prolifération. Elles pourraient de cette fagon
empécher I’invasion et la progression tumorale et agir comme suppresseur de tumeurs
puisqu’une des caractéristiques des carcinomes invasifs est la perte de la couche de
cellules myoépithéliales [428]. L’identification de la galectine-7 en tant que marqueur de
cellules myoépithéliales, nous porte a croire que son expression dans les cellules
luminales et myoépithéliales favorise la progression et la dissémination du cancer.

Dans I’ensemble, I’identification de hauts niveaux d’expression de la galectine-7
dans le lymphome et le cancer du sein ont mis en évidence un fort potenticl de la

galectine-7 comme cible pour les traitements anticancéreux.

Induction de la galectine-7 lors de la progression vers un phénotype agressif.

Dans le chapitre trois, nous avons démontré que la galectine-7 est induite lors de
la progression du lymphome et ce dés le premier passage in vivo de nos cellules. De plus,
le niveau d’expression dans les lymphomes semble proportionnel au nombre de passages
effectué, ce qui suggeére que 1’environnement péritumoral exerce une pression sélective
constante qui favorise 1’expression de la galectine-7. De fagon a définir les mécanismes
régissant I’expression de la galectine-7, nous avons déterminé : 1) que la galectine-7
n’était pas sous le contréle de p53 dans le lymphome ; 2) que I’hypométhylation jouait un
réle clé dans son induction ; 3) que I’AMP cyclique pouvait induire la galectine-7, et ; 4)
que la région en 5° du codon d’initiation semble contenir les éléments essentiels
permettant la transcription de la galectine-7. La méthylation de I’ADN est un mécanisme
reconnu pour moduler I’expression des génes au niveau transcriptionnel. Des études de
notre groupe et d’autres équipes ont démontré que 1’expression des MMP, notamment
MMP-9 et MMP-3, pouvait étre régulée par la méthylation de I’ADN (Annexe G) [429-

431]. Nos résultats comparatifs des dinucléotides CpG entre les cellules non-agressives
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164T2 et les cellules agressives S19 avaient ainsi permis d’identifier plusieurs
dinucléotides différentiellement méthylés pouvant étre impliqués dans 1’expression
constitutive de MMP-9 par les cellules agressives. Comme le promoteur de la galectine-7
est aussi affecté par la méthylation dans les cellules agressives, il serait probable qu’une
hypométhylation globale, résultant de la pression engendré par le microenvironnement,
soit responsable du relichement de la chromatine ce qui rendrait les promoteurs
accessibles pour les facteurs de transcription essentiels & ’expression de ces génes. Cette
pression exercée par le microenvironnement pourrait affecter 1’expression ou encore
Pactivité des DNMT et ainsi déréguler le méthylome et I’expression des génes [432],
puisqu’il a été¢ démontré que les motifs de méthylation de certains promoteurs pouvaient
varier en fonction du microenvironnement [433, 434].

Le promoteur de la galectine-7 pourrait aussi étre affecté par une hypométhylation
spécifique aux niveaux des ilots CpG. Comme nous 1’avons montré dans le chapitre trois,
le promoteur de la galectine-7 est constitué de plusieurs dinucléotides CpG. Dans ce cas,
la galectine-7 pourrait étre identifiée comme un nouvel antigéne tumoral dont 1’induction
est reliée a ’hypométhylation tel CAGE [406]. 11 est aussi possible que le promoteur de
la galectine-7, chez les cellules agressives, soit muté a certains sites CpG méthylés dans
les cellules non-agressives qui seraient responsables de 1’inaccessibilité de certains
facteurs de transcriptions comme CREB ou ATF2.

Le clonage du promoteur de la galectine-7 nous a permis d’identifier la voie de
signalisation de I’AMP cyclique comme mécanisme de régulation de la galectine-7. Il est
probable que cette voie soit induite par le microenvironnement lors des passages in vivo.
De plus, il a été démontré que I’activation des lymphocytes résulte en une augmentation
des niveaux d’AMP cyclique et la liaison des facteurs CREB/ATF [435]. Il est donc
possible que lors de la progression du lymphome, les interactions entrainent une
activation constante conduisant a une induction de I’AMP cyclique intracellulaire,
d’ATF2 et ainsi de la galectine-7. Bien que 1’ensemble de ces résultats représente une
avancée significative sur nos connaissances des mécanismes qui régulent I’expression de
la galectine-7, qui jusque-la étaient plutdt modestes, il n’en demeure pas moins qu’il reste
a définir comment ces mécanismes sont impliqués dans I’expression de la galectine-7

humaine et surtout quels sont les roles des nombreux autres facteurs de transcriptions
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dont on retrouve les séquences consensus dans le promoteur de la galectine-7. 11 faudra
donc non seulement définir comment ces éléments sont impliqués dans 1’expression de la
galectine-7 dans les tissus normaux, mais aussi comment la méthylation de I’ADN
pourrait intervenir, par exemple durant la progression tumorale, pour modifier le

processus transcriptionnel de ce promoteur.

2. La galectine-7 : un point de départ.
Nos travaux ont permis d’identifier la galectine-7 comme étant un géne important

dans la progression du cancer que ce soit par son expression qui pourrait étre utilisée
comme marqueur d’agressivité ou cible thérapeutique, ou encore par ses fonctions qui
conferent au lymphome des propriété métastatiques. Néanmoins, plusieurs phénomeénes

restent toujours a élucider.

Galectine-7 et MMP-9 : une relation méconnue.

Nous avons démontré que la galectine-7 favorisait le développement du
lymphome, et que la progression était due, du moins en partie, & I’induction de MMP-9
mais les récepteurs impliqués sont totalement inconnus. Comme les galectines lient les f-
galactosides, plusieurs glycoprotéines pourraient en étre responsables. Des études par
purification d’affinité de fagon sensible au lactose de la fraction membranaire de nos
lymphomes, comme il a été effectué pour la galectine-8 chez le neutrophile [225]
pourraient s’avérer bénéfiques pour I’identification du récepteur. Néanmoins, il a été
estimé que plus de 50% des protéines totales sont substituées par I’ajout de glycans en
plusieurs sites [436]. Il est donc probable que la galectine-7, en plus d’induire
Pexpression de MMP-9 dans nos lymphomes, puisse entrainer 1’induction de cette
enzyme dans les cellules stromales ou péritumorales de fagon a favoriser la progression
du lymphome. Afin de déterminer si I’apport favorable de MMP-9 pouvait aussi étre dii &
une expression stromale, nous avons utilisé des souris déficientes pour le géne MMP-9.
La croissance et la dissémination du lymphome ne sont pas affectées par I’absence de
MMP-9 (Annexe H). Nous avons donc injecté nos transfectants surexprimant la
galectine-7 par voie intraveineuse dans ces souris en comparaison avec les souris

C57BL/6 normales (Annexe I). Les résultats ont démontré une augmentation du taux de
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survie des souris en I’absence de MMP-9 ce qui suggére que 1I’induction de la MMP-9
stromale par la galectine-7 est aussi impliquée dans la progression du lymphome. Quelles
sont les cellules influencées par la galectine-7 et quel est le mécanisme par lequel la
MMP-9 stromale et tumorale favorise le développement du lymphome ? Ces questions
restent a élucider et sont présentement en étude.

En plus de I’effet de la galectine-7 sur 1’expression de MMP-9 et probablement
d’autres MMP, il est probable que la galectine-7 puisse, comme d’autres galectines, étre
clivée par MMP-9 ou moduler son activité. La galectine-3 posséde un site de clivage pour
MMP-9 et MMP-2, I’Ala62-Tyr63, qui lorsque clivé produit deux fragment, 1’un
contenant le CRD intacte et I’autre, le domaine amino-terminal [169, 250]. Ce clivage de
la galectine-3 altére le CRD de fagon a augmenter la liaison aux glycoconjugués, mais
diminue sa capacité d’homodimérisation [169]. Elle peut aussi étre clivée suite a la
libération du domaine extracellulaire de MTI-MMP [437]. Malgré le fait que la
galectine-7 ne contient pas, contrairement a la galectine-3, de domaine amino-terminal, il
se pourrait que les MMP, en particulier MMP-9, puissent quand méme hydrolyser la
galectine-7 et affecter, par exemple, la formation de diméres et son activité biologique.
Dans cet ordre d’idée, il a récemment été rapporté que la galectine-1 était un nouveau
substrat de MMP-2, bien que les détails de D’interaction et les effets biologiques du
clivage n’aient pas encore été bien définis [438].

D’autre part, comme MMP-9 est une enzyme hautement glycosylée [439, 440], il
est possible que la galectine-7, comme la galectine-8, puisse s’y lier. En fait, il a été
démontré que la galectine-8 pouvait non seulement interagir avec pro-MMP-9 mais aussi
avec MMP-3, une enzyme reconnue pour activer MMP-9 [225, 441]. De plus, les auteurs
ont démontré que la présence de galectine-8 accélérait la cinétique de clivage de MMP-9
par MMP-3 et ce, de fagon dépendante de la concentration. Ces études nous porte a croire
que, dans notre mode¢le, la galectine-7 pourrait, en plus d’induire I’expression de MMP-9,
interagir avec cette derniére ou d’autres MMP afin de moduler son activité. Il est
également possible que la galectine-7 et MMP-9 forment une boucle d’action, chacun des
génes stimulant 1’expression de ’autre. En effet, il a été démontré que la galectine-9 était
induite par le PMA dans les cellules Jurkat et que cette induction était inhibée par I’ajout

d’un inhibiteur de MMP, suggérant que les MMPs, du moins certaines, sont impliquées

130



dans I’induction de la galectine-9 [126]. De fagon similaire, il serait donc possible que la
galectine-7 induise I’expression de MMP-9 et que cette derniére stimule a son tour
I’expression de la galectine-7 créant une amplification de signal et favorisant leur activité

biologique.

La fonction pro-apoptotique de la galectine-7 dans le lymphome : mythe ou réalité.
Comme la galectine-7 a été identifiée comme géne sensibilisant les cellules a
I’apoptose induite chimiquement [271, 280], nous avions émis 1’hypothése que nos
variants agressifs, exprimant de haut niveaux de galectine-7, devaient avoir subit, lors de
leur progression vers un phénotype agressif, une certaine pression sélective de fagon a
résister a la fonction pro-apoptotique de la galectine-7. Nous avons démontré, dans le
chapitre 3, que I’expression de la galectine-7 n’était pas associé a celle de p53 dans nos
cellules lymphomateuses contrairement aux cellules de cancers du célon [271, 279]. Ce
phénomeéne peut évidemment s’expliquer par un effet spécifique au niveau du type
cellulaire. Il a été¢ démontré, par exemple, que la galectine-3 a des fonctions distinctes
dépendamment du type de cellules dans lesquelles elle est exprimée. En effet, sa
surexpression dans les cellules T et les lymphomes de Burkitt augmente la résistance des
cellules & I’apoptose induite alors que sa surexpression dans des cellules de cancer du
sein rendent les cellules plus sensibles [142-144]. D’autre part, s’il s’avérait que la
galectine-7 soit associée a une fonction apoptotique dans nos cellules lymphomateuses, il
est possible que nos variants agressifs expriment d’autres geénes leur permettant de
résister a cette fonction de la galectine-7. L’analyse comparative du transcriptome des
cellules non-agressives et agressives (Annexe A) nous a permis d’observer la
surexpression de genes associés & une fonction anti-apoptotique, mIAP3 ’homologue
murin de XIAP [442], reconnu pour inhiber I’activité des caspases-3 -7 et -9 [443, 444] et
I’apoptose induite par TRAIL [445], et deux glutathione-S-transférases, faisant partie
d’une famille de protéines reconnue pour inhiber le signal apoptotique engendré par
ASK1 [446]. 11 est donc envisageable que lors de leur progression vers un phénotype
métastatique, les cellules lymphomateuses acquiérent un nouveau répertoire de génes
finement régulés afin de compenser pour les effets négatifs provoqués par 1’expression

d’autres genes.
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Influence du microenvironnement sur la galectine-7.

Nous avons démontré que la galectine-7 favorisait la croissance thymique et la
dissémination du lymphome. Par contre, lorsque nous avons injecté nos transfectants
surexprimant la galectine-7 de fagon sous-cutanée, nous avons été surpris de constater
que la fréquence des tumeurs était diminuée, seulement 37.8% des souris injectées avec
les transfectants surexprimant la galectine-7 ont développé des tumeurs comparativement
a 86.7% des souris témoins (Annexe J). L’ensemble de ces résultats suggérent que le
potentiel de la galectine-7 a déterminer I’issue de la progression tumorale dépend des
capacités de la cellule tumorale a interagir avec son environnement. En fait, nos résultats
sont les premiers a établir que le microenvironnement péritumoral coopére avec une
galectine dans la manifestation de ces fonctions. La présence de molécules d’adhésions,
ou de facteurs de croissance ou cytokines sous la peau sont tous des facteurs qui sont
susceptibles d’influencer le role de la galectine-7. La réaction de la cellule tumorale en un
environnement spécifique peut bien entendu expliquer ce phénotype. Il a été démontré,
par exemple, que des cellules de cancers du pancréas sécrétaient plus de VEGF et de
bFGF lorsque injectées dans la cavité péritonéale en comparaison avec des injections
sous-cutanées [447]. Il est aussi plausible que la défense immunitaire présente dans le
tissu sous-cutané soit responsable de la réjection tumorale. Quoi qu’il en soit, la
littérature concéde a la galectine-7, comme aux autres galectines, des caractéristiques
fonctionnelles distinctes en relation avec le type cellulaire, et nos résultats suggérent

maintenant une nouvelle variation en fonction du microenvironnement et de ses facteurs.

3. Futur potentiel de la galectine-7.
L’ensemble de nos recherches a démontré pour la premiére fois 1’importance de

I’expression de la galectine-7 dans le développement du lymphome. L’identification d’un
gene conférant au lymphome des propriétés métastatiques ne peut que parfaire nos
connaissances pour ce qui est des mécanismes qui régissent 1’établissement de cancers
agressifs. Ces découvertes ouvrent la porte & une panoplie de recherches afin d’élucider
les mécanismes sous-jacents a la galectine-7 et son potentiel dans le développement de

traitements anti-cancéreux.
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Elucidation des interactions menant & I'induction de la galectine-7 in vivo.

La bioluminescence a récemment apporté aux biologistes de nouvelles
opportunités afin d’effectuer des études non-invasives dans les cellules et animaux
vivants [449]. Le gene rapporteur le plus utilisé pour la bioluminescence est la luciférase
qui catalyse la transformation de son substrat, la D-luciférine en oxyluciférine dans un
processus dépendant de I’ATP et qui résulte en I’émission de photons pouvant étres
détectés [450]. Comme le promoteur de la galectine-7 murine a déja été cloné en amont
du géne de la luciférase, il serait intéressant de transfecter des cellules de lymphome non-
agressif avec le géne rapporteur et d’injecter ces cellules dans des souris syngénéiques de
maniére 4 déterminer I’activité transcriptionnelle de la galectine-7 in vivo. De telles
études ont déja été effectuées avec des éléments de réponse a p53 dans un modéle de
carcinome du c6lon [451]. Le traitement des souris par des injections intraveineuses de
D-luciférine nous permettrait, & 1’aide d’un systéme de caméra développé par IVIS pour
I'imagerie rapide d’animal anesthésié, de déterminer les endroits ou le promoteur de la
galectine-7 est activé in vivo [452]. Ces expériences nous permettraient d’évaluer les
environnements et les interactions menant a I’induction de la galectine-7 et ainsi que les

mécanismes impliqués.

Souris déficientes pour la galectine-7 : un modeéle d’étude.

Des souris déficientes pour la galectine-7 ont été générées par le groupe de
Frangoise Poirier a I’Institut Jacques Monod a Paris. Les souris sont viables et
démontrent un phénotype normal (communications personnelles). Dans notre modéle,
Iutilisation de ces souris s’avérerait un outil de choix afin d’établir de fagon
inconditionnelle la relevance de la galectine-7 dans le développement du lymphome. Ces
souris pourraient d’abord nous permettre d’établir si la galectine-7 est essentielle dans la
lymphomagenése en comparant I’incidence du développement de lymphomes radio-
induits dans les souris normales et déficientes en galectine-7. S’il s’avérait que la
lymphomagenése puisse étre induite dans ces souris, nous pourrions tirer avantage de
cette étude et établir de nouvelles lignées de lymphome dépourvues totalement de

galectine-7. Ces lymphomes pourraient ensuite étre utilisés dans 1’élucidation des
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mécanismes régissant la fonction pro-tumorale de la galectine-7. En fait, nous pourrions
évaluer in vivo la croissance et la dissémination de ces lymphomes en comparaison avec
les lymphomes témoins et surexprimant la galectine-7 dans les souris normales. Les
données établies pourraient démontrer si la galectine-7 est essentielle pour la progression
du lymphome. Si oui, la comparaison des différentes étapes du processus métastatique
tels les interactions avec les cellules endothéliales, 1’extravasation, le homing,
’angiogenése et la distribution et I’infiltration tissulaire entre les trois types cellulaires
pourraient dévoiler les mécanismes affectés par la galectine-7.

Afin de pousser un peu plus loin les recherches, nous pourrions profiter de la
disponibilité des souris déficientes pour la galectine-7 et déterminer si la galectine-7
stromale a une certaine influence sur la progression du lymphome. Malgré le fait qu’a ce
jour I’expression de la galectine-7 en condition normale semble étre restreinte aux
épithéliums stratifiés [265, 266], il est possible qu’elle puisse étre induite dans certains
tissus suite & certains contacts cellulaires ou lors de réactions inflammatoires, comme
c’est le cas lors de cicatrisation [281]. Ainsi, I’injection des cellules de lymphomes dans

les souris déficientes en galectine-7 pourrait révéler le role de la galectine-7 stromale.

Avénement pour le domaine thérapeutique.

L’identification de la galectine-7 comme cible thérapeutique potentielle contre le
cancer suggere I’importance de développer des armes pharmacologiques contre celle-ci.
En fait, des composés & base de phenyl thio-beta-D-galactopyranosides [453] et des
dérivés de thioureido N-acetyllactosamines [454] ont été développés et identifiés comme
des inhibiteurs efficaces de la galectine-7. De plus, les meilleurs inhibiteurs contre la
galectine-7 démontrent une affinité faible pour les autres galectines [454]. L utilisation de
ces composes, dans notre modele, pourrait donc s’avérer utile pour disséquer les diverses
fonctions de la galectine-7 mais aussi crucial s’ils pouvaient inhiber la progression du
cancer en bloquant I’activité de la galectine-7 sans affecter la fonction biologique des
autres galectines.

L’injection d’inhibiteurs par voie intrapéritonéale, comme il a été le cas pour
injection de glycoamines synthétiques pour le traitement de cancer du sein [262] ou de

zebularine contre la croissance de lymphome chez la souris [455], pourrait contribuer a
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développer un traitement efficace contre le lymphome agressif, mais aussi, possiblement
contre le cancer du sein. Bien sir, les injections se feraient a différentes doses, et a
différents temps apres I’injection des cellules cancéreuses et 1I’évaluation de la toxicité
des composés devrait étre attentivement surveillée. Plusieurs autres composés inhibiteurs
pourraient étre évalués envers la galectine-7. Récemment, une revue sur les composés
anti-galectine discutaient des effets et des modes d’actions de ces agents envers les
galectines-1 et -3, qui sont les plus étudiés dans le domaine du cancer [456]. 11 est
probable que certains de ces composés puissent aussi affecter les fonctions biologiques de

la galectine-7.

135



CONCLUSION GENERALE
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Mes travaux ont permis de déterminer que I’expression de la galectine-7 jouait un
role important dans la progression du lymphome vers un phénotype métastatique.
L’expression de cette derniére favorise la croissance et la dissémination du lymphome et
ce, en induisant MMP-9 et possiblement d’autres génes. Cette découverte conférait pour
la premiere fois une fonction pro-tumorale a la galectine-7. Nous nous sommes donc
questionnés sur son potentiel comme cible thérapeutique. L’utilisation d’une stratégie
antisense nous a permis de démontrer que son inhibition chez les cellules agressives
réduisait la capacit¢ de dissémination et d’invasion de ces cellules. Ces résultats
confirmaient I’implication de la galectine-7 dans la progression. De plus, son expression
dans les néoplasmes lymphoides humains a révélé son potentiel en tant que cible dans les
traitements anti-lymphomateux.

Depuis, nous avons démontré que la galectine-7 était aussi induite dans le cancer
du sein et favorise la dissémination au poumon. Ainsi, nous avons découvert que la
galectine-7 était non seulement un géne induit lors de la progression du lymphome mais
possiblement impliqué lors de la progression de carcinomes mammaires. De plus, nous
avons déterminé que son expression était induite par déméthylation du promoteur et que
I"activation de la voie de I’AMP cyclique était aussi impliquée dans sa régulation.

Dans I’ensemble, mes travaux ont permis d’identifier la galectine-7 comme un
gene important dans le processus tumorigénique du lymphome et du cancer du sein lui

laissant présager un potentiel en tant que cible thérapeutique anti-cancéreuse.
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ANNEXE A

Cet article a dii étre retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.

Upregulation of galectin-7 in murine lymphoma cells is associated with
progression toward an aggressive phenotype.

S. Moisan, M. Demers, J. Mercier, T. Magnaldo, E.F. Potworowski and Y. St-Pierre.

Leukemia (2003) 17, 751-759. doi:10.1038/sj.leu.2402870
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ANNEXE B

Cet article a dii étre retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.

Crit Rev Immunol. 2005;25(6):493-523 New roles for matrix metalloproteinases in metastasis.
Demers M, Couillard J, Bélanger S, St-Pierre Y. DOI: 10.1615/CritRevimmunol.v25.i6.30

New roles for matrix metalloproteinases in metastasis.

M. Demers, J. Couillard, S. Bélanger and Y. St-Pierre
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ANNEXE C

Expression de la galectine-7 par les transfectants 4T1
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Légende: Les carcinomes mammaires 4T1 ont été transfectées avec le
vecteur d’expression Sra puro contenant le géne codant pour la
galectine-7 par ’utilisation de Lipofectamine 2000 selon le manuel
d’utilisation du manufacturier. Des transfectants stables surexprimant
la galectine-7 ont été obtenu et les niveaux d’expression évalué par
immunobuvardage de type Western de SOug d’extrait de protéines
totales en comparaison avec les cellules témoins transfectées avec le
vecteur Srat puro sans insert d’ADNCc.
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ANNEXE D

La galectine-7 diminue la survie des souris.
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p=0.007
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Legende Analyse du taux de survie suite a I’injections dans la glande mammaire de
souris BALB/c de 1x10° transfectants surexprimant la galectine-7(0) en comparalson
avec des souris injectées avec les transfectants témoins (m). Les souris etalent
sacrifiées lorsque moribondes ou lorsque la taille de la tumeur atteignait 2500 mm® en
fonction de la formule suivante: longueur® x largeur x 0.4. Certaines souris ont été
perfusées et les organes récoltés et conservés dans la paraformaldéhyde 4% pour
analyses histologiques alors que pour d’autres les organes ont été récoltés frais et
immédiatement congelés dans un mélange glace séche-éthanol pour analyses
moléculaires. Les résultats démontrent que la galectine-7 affecte le taux de survie des
souris (p=0.007). Les analyses statistiques ont été effectuées selon le Log Rank Test.
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ANNEXE E

A La galectine-7 favorise la dissémination au poumon

p<0.05

Nbre de nodules/coupes

Sro. Gal7

Légende: Analyse macroscopique (A) et histologique 400X (B), par
hématoxyline-éosine, des poumons récoltés suite aux sacrifices des souris
BALB/c ayant subit une injections dans la glande mammaire de 1x10°
transfectants surexprimant la galectine-7 (Gal-7) en comparaison avec les
poumons de souris injectées avec les transfectants témoins (Sro). Les
analyses démontrent que la galectine-7 favorise la métastase aux poumons
(p<0.05). Les analyses statistiques ont été effectuées selon le test T de
Student.
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ANNEXE F

Les carcinomes mammaires humains expriment la galectine-7.
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Légende: Représentation de I’analyse immunohistochimique de
I'expression de la galectine-7 produite par LifeSpan Bioscience sur 50
échantillons de cancers du sein humains. On observe une forte expression
de la galectine-7 dans les cellules malignes et les cellules myoépithéliales.
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ANNEXE G

Cet article a dii étre retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.

Biochem Biophys Res Commun. 2006 Apr 21;342(4):1233-9. Epub 2006 Feb 21.The role of DNA
hypomethylation in the control of stromelysin gene expression.
Couillard J, Demers M, Lavoie G, St-Pierre Y.

http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2006.02.068

The role of DNA hypomethylation in the control of stromelysin gene
expression.

J. Couillard, M. Demers, G. Lavoie and Y. St-Pierre.
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ANNEXE H

Cet article a dii étre retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.

Leukemia. 2007 Dec;21(12):2506-11. Epub 2007 Sep 6. Triggering of T-cell leukemia and
dissemination of T-cell lymphoma in MMP-9-deficient mice.
Roy JS, Van Themsche C, Demers M, Opdenakker G, Arnold B, St-Pierre Y.

d0i:10.1038/sj.leu.2404936

Triggering of T cellleukemia and dissemination of T celllymphoma in
MMP-9-deficient mice.

J.S. Roy, C. Van Themsche, M. Demers, G. Opdenaker, B. Arnold and Y. St-Pierre.
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% survie

ANNEXE I

L’absence de MMP-9 chez I’hote diminue le potentiel
agressif des cellules surexprimant la galectine-7.
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Légende: 10° cellules lymphomateuses surexprimant la galectine-7 ont
été¢ injectées par voie intraveineuse dans des souris C57BL/6 et
déficientes en MMP-9 (KOMMP-9) Lorsque moribondes, les souris
ont été sacrifiées. Le graphique représente le taux de survie des souris
en fonction du temps. Les souris déficientes en MMP-9 ont un meilleur
taux de survie comparativement aux souris normales (p=0.002). Les
résultats représentent 1’ensemble de deux expériences indépendantes
impliquant deux clones surexprimant la galectine-7
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ANNEXE J

La galectine-7 inhibe la croissance sous-cutanée du lymphome.
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Légende: 10° cellules lymphomateuses ont été injectées par voie sous-
cutanée dans des souris C57BL/6 adultes et la croissance tumorale a été
mesurée 4 I’aide d’un caliper. Quand les tumeurs atteignent 2500 mm>, les
souris sont sacrifiées et sujettes 4 une analyse macroscopique. (A) Souris
représentatives du développement d’une tumeur lymphoide suite a 1’injection
de cellules témoins (transfectées avec le vecteur vide) ou avec le I’ADNc de
la galectine-7. (B) Cinétique de la croissance tumorale. La galectine-7 réduit
significativement le développement de tumeurs (p= 0.0004). Les résultats
représentent I’ensemble de deux expériences indépendantes impliquant six
clones surexprimant la galectine-7.
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