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RÉSUMÉ GÉNÉRAL 

La galectine-7 est une protéine surtout reconnue pour être exprimée au niveau des 

épithéliums stratifiés, dont l'épiderme de la peau. De façon surprenante, la galectine-7 est 

exprimée de façon anormalement élevée dans plusieurs types de cancer, comme le 

lymphome et le cancer du sein. Au contraire, son expression semble supprimée dans 

d'autres cancers, comme le cancer du colon. Ce rôle anti- ou pro-tumoral pourrait être 

relié à sa capacité à moduler de façon positive ou négative l'apoptose. D'autres études 

suggèrent que la galectine-7 pourrait moduler 1 'agressivité des cellules cancéreuses en 

augmentant 1 'expression de la métalloprotéase de la matrice (MMP)-9 dans les cellules 

tumorales et possiblement dans les cellules péritumorales. Les MMP sont des enzymes 

extracellulaires qui jouent un rôle important dans l'invasion tumorale. Elles peuvent être 

sécrétées à la fois par les cellules tumorales et les cellules péritumorales de l'hôte, 

notamment en réponse aux signaux émis par les cellules tumorales. La galectine-7 et 

MMP-9 semblent donc jouer un rôle clé dans la relation hôte-tumeur et dans la 

progression tumorale. 

L'objectif général de mon projet de doctorat est d'étudier l'expression et les 

fonctions de la galectine-7 dans les mélanomes et le lien avec MMP-9 dans la relation 

hôte-tumeur. Mes travaux ont permis de démontrer que la galectine-7 ne semble pas 

exprimée dans les biopsies de mélanomes malins humains. Cependant, la galectine-7 est 

surexprimée dans les tumeurs primaires de mélanome murin Bl6F1 ainsi que dans les 

métastases aux poumons. Ceci suggère que la galectine-7 pourrait avoir un rôle à jouer 

dans la progression tumorale du mélanome. Nous avons développé des modèles 

cellulaires surexprimant la galectine-7 et/ou la luciférase, cette dernière facilitant la 

détection des métastases. Des expériences in vitro ont permis de démontrer que la 

surexpression de galectine-7 dans les cellules B16Fl diminue la motilité, augmente la 

résistance à l'apoptose et l'expression du gène egr-1 dans les cellules de mélanome. Par 

contre, contrairement à d'autres types de cancer, comme le cancer du colon ou le 

lymphome, l'expression de la galectine-7 dans les cellules de mélanomes n'aurait aucune 
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influence sur la croissance de la tumeur ou son pouvoir invasif. De plus, la surexpression 

de galectine-7 dans les cellules Bl6Fl ne permet pas d'augmenter l'expression du gène 

mmp-9 dans les cellules péritumorales. Ceci a été étudié grâce à un nouveau modèle de 

souris transgénique développé afin de faciliter la détection de l'expression du gène mmp-

9 dans les cellules de l'hôte, entre autre lors du développement d'un cancer. Ce modèle 

comprend le promoteur du gène mmp-9 murin fusionné au gène rapporteur de luciférase. 

Dans l'ensemble, ces résultats représentent une avancée sur nos connaissances des 

fonctions de la galectine-7 et démontre que la galectine-7 n'a pas une aussi grande 

importance au niveau de la progression tumorale dans les mélanomes que dans les autres 

types de cancers épithéliaux. D'autre part, même si notre modèle murin proMMP-9-Luc 

n'a pas démontré de relation entre l'expression de la galectine-7 dans les cellules 

tumorales et celle de mmp-9 dans les cellules stromales, ce modèle reste d'une très grande 

utilité pour des études pré-cliniques, que ce soit pour tester des modulateurs 

pharmacologiques qui inhiberaient la surexpression de MMP-9 dans les cellules 

péritumorales ou pour tester si des facteurs de croissance, produits par les cellules 

tumorales, induisent l'expression du gène mmp-9 dans les cellules péritumorales. 

xv 



CONTRIBUTION DES AUTEURS 

J'ai effectué tous mes travaux de thèse sous la direction du Dr. Yves St-Pierre. 

J'ai réalisé la majorité des expériences et participé à l'analyse et à l'interprétation des 

résultats. J'ai également rédigé les manuscrits décrits dans les chapitres 2 et 3. 

Dans le deuxième chapitre, traitant d'un nouveau modèle murin développé afin 

d'étudier l'expression de MMP-9 dans les cellules stromales, j'ai effectué toutes les 

expériences et la rédaction du manuscrit sous la supervision du Dr. Yves St-Pierre. 

Dans le troisième chapitre, étudiant la galectine-7 dans le mélanome, j'ai réalisé la 

majorité des expériences et la rédaction du manuscrit sous la supervision de Dr. Yves St­

Pierre. Andrée-Anne Grosset, étudiante aux études supérieures dans le laboratoire du Dr. 

Yves St -Pierre, a réalisé l'imagerie par microscopie confocale de la galectine-7 dans les 

cellules de mélanome Bl6Fl transformées. La rédaction du manuscrit s'est faite 

conjointement avec le Dr. Françoise Poirier et le Dr. Louis Gaboury, ainsi que par la 

lecture critique de tous les intervenants. 

xvi 



CHAPITRE 1 

Revue de littérature 

1 



CHAPITRE 1 

1. Galectines. 

Plusieurs études ont démontré que les galectines ont plusieurs fonctions, que ce 

soit dans le cancer, l'immunité, l'inflammation ou le développement (1,2). Ces protéines 

peuvent être impliquées dans différents processus biologiques dépendamment de leur 

localisation, puisqu'elles peuvent être sécrétées ou s'accumuler dans différents organelles 

intracellulaires, tels que le noyau ou les mitochondries. Les galectines sont définies 

comme des lectines de type S. Elles font parties de la classe des lectines puisqu'elles se 

lient avec plus ou moins de spécificité aux hydrates de carbone présents sur leurs ligands 

grâce à leur domaine CRD (carbohydrate recognition domain). De plus, elles ont un 

groupement thiol libre, ce qui les distingue des sélectines, une famille de lectine de type C. 

Jusqu'à maintenant, 15 protéines ont été identifiées comme faisant parties de la famille des 

galectines. Cependant, plusieurs aspects de ces galectines sont encore méconnus, comme 

la spécificité de leur récepteur, leur mécanisme de régulation et leurs rôles biologiques. 

1.1. Structure et distribution. 

Originalement, les galectines étaient connues sous le nom de P-galactoside binding 

animallectins. C'est en 1994 que le groupe de Barondes a introduit le terme galectine afin 

de regrouper les lectines animales ayant une affinité pour les p-galactosides et une 

similarité de séquence dans le domaine de reconnaissance des hydrates de carbone (CRD) 

(3). La structure du CRD a été résolue par cristallographie de rayon X (4). Les 15 

membres de la famille des galectines ont tous un CRD avec une séquence et une structure 

secondaire conservées qui forme un feuillet pen forme de sandwich d'environ 135 acides 

aminés. Les deux feuillets p sont légèrement voûtés avec six brins formant le côté concave 

et cinq brins formant le côté convexe. La structure quaternaire diffère entre les galectines 

(4-6). Le CRD permet aux galectines de lier les résidus P-galactoses des glycoconjugués. 
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CHAPITRE l 

1.1.1. La famille des galectines divisée en trois sous-types. 

Les 15 membres de la famille des galectines chez les mammifères sont 

généralement classés selon leur structure (Figure 1.1). On peut les retrouver sous forme 

monomérique, dimérique ou oligomérique. Les galectines-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 et 

-15 font parties du groupe des prototypes et peuvent former des dimères. Par exemple, la 

galectine-1 se retrouve en dimère en solution, mais se dissocie spontanément sous forme 

monomérique à faible concentration (7,8). Lorsque la galectine-1 se présente sous forme 

monomérique, son association à des hydrates de carbone est de plus faible affinité (9). Les 

galectines-4, -6, -8, -9 et -12 forment un deuxième groupe dont les protéines sont formées 

de deux domaines lectines en tandem situés en C- et N-terminal, reliés par une séquence 

peptidique de taille variable appelée peptide de liaison ou peptide linker. Le troisième 

groupe de galectines contient un seul membre, la galectine-3, qui est constituée d'un seul 

domaine lectine en position C-terminale, mais qui se distingue par une extrémité N­

terminale plus longue qui peut être phosphorylée (10). La galectine-3 peut former des 

pentamères en se liant à des hydrates de carbone multivalents. Il a été démontré in vitro 

que le CRD et le domaine N-terminal sont impliqués dans la formation de multimères (11-

14). 

1.1.2. Sécrétion des galectines. 

La majorité des galectines sont généralement localisées à l'intérieur de la cellule 

(cytoplasme, noyau ou autres organelles intracellulaires). Toutefois, certaines d'entre elles 

peuvent être sécrétées et se retrouver dans l'environnement extracellulaire. C'est le cas de 

la galectine-1 à qui on attribue des rôles intra- et extracellulaires (15). Cette sécrétion de 

galectine semble se produire par une voie non-classique, puisqu'elles ne possèdent pas de 

peptide-signal typique permettant son passage à travers le réticulum endoplasmique et 

l'appareil de Golgi (16,17). Selon certaines études, les galectines pourraient être 

transportées de façon directe, comme dans le cas du facteur de croissance des fibroblastes 

(fibroblast growth factor-2, FGF-2) (18), et ce à travers la membrane plasmique avec 

l'aide de protéines membranaires ou de facteurs cytosoliques encore inconnus (15). 

Alternativement, comme dans le cas de la galectine-3, elles pourraient être transportées 

par des exosomes dérivés de corps multivésiculaires (19). 
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CHAPITRE l 

1.1.3.Distribution tissulaire. 

L'expression des galectines varie dépendamment du type cellulaire, du niveau de 

développement et de différentiation. Les galectines-1, -3, -4, -6 et -7 sont impliquées à des 

stades spécifiques du développement (20). La galectine-1 est exprimée tout au long du 

processus embryogénique, mais son expression est restreinte aux tissus d'origine 

mésodermiques. La galectine-3 est exprimée lors du processus de formation osseuse, alors 

que les galectines-4 et -6 sont exprimées lors de la morphogenèse intestinale (21 ). Par 

contre, les galectines ne sont pas essentielles à la survie, étant donné que l'ablation 

génétique des galectines chez la souris n'affecte pas significativement leur développement 

(20,22). 

Chez l'adulte, la galectine-1 est exprimée dans les cellules B et T activées, 

l'épithélium olfactif, les ostéoblastes, les cellules des muscles lisses et squelettiques (23-

27). La galectine-3 est exprimée dans les cellules du système immunitaire (cellules T 

activées, cellules T CD4+/CD25+, monocytes, macrophage et mastocyte), du système 

digestif, de la peau (kératinocytes), des poumons, de la rate, de l'estomac, du colon, de 

l'utérus, des ovaires et des ostéoblastes (28-34). Les galectines-1, -3 et -9 sont aussi 

exprimées dans les cellules de Langerhans (35). Les galectine-1 et -9 sont aussi fortement 

exprimées dans les cellules dendritiques myéloïdes périphériques (35). D'autres galectines 

ont un motif d'expression plus restreint. Par exemple, la galectine-4 est exprimée 

principalement par les neurones (36). La galectine-8 est surtout exprimée par les 

mégakaryocytes (cellules précurseurs de plaquettes) (37). La galectine-10 est exprimée 

dans les leucocytes (éosinophiles, basophiles et lymphocytes) (38,39), la galectine-12 dans 

les tissus adipeux et les cellules des glandes sébacées (40,41) et la galectine-14 dans les 

éosinophiles ( 42). De son côté, la galectine-15 est exprimée uniquement dans 1 'utérus des 

moutons et des chèvres (43). Ces patrons d'expression sont cependant fortement modulés 

dans des conditions pathologiques, comme un cancer. Ce sujet sera discuté dans les 

sections suivantes. 
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Figure 1.1: Les 15 membres de la famille des galectines sont généralement classés en 

trois sous-types selon leur structure. Ils ont au moins un domaine de reconnaissance des 

hydrates de carbone (CRD) et une affinité pour les j3-galactosides. 
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1.2. Régulation de l'expression. 

L'expression des galectines est hautement régulée et coordonnée lors du 

développement, de la différenciation et de différentes conditions physiologiques et 

pathologiques (44). Par exemple, lors de la différenciation placentaire, la diminution de la 

galectine-3 dans les trophoblastes corrèle avec le changement d'un phénotype prolifératif 

vers un phénotype migratoire (45). Nous allons aborder, dans cette section, les 

mécanismes transcriptionnels impliqués dans l'expression des galectines. 

1.2.1. Éléments transcriptionnels impliqués dans l'expression de galectine-1. 

Les études sur les mécanismes moléculaires qui régulent l'expression des 

galectines ont débuté avec la galectine-1. En 1995, il a été démontré, par transfections 

transitoires, que la séquence minimale pour l' activité du promoteur murin du gène codant 

pour la galectine-1 (lgalsl) variait de -50/+50 relativement au site d'initiation de la 

transcription (46). Cependant, quelques années plus tard, l'équipe de De Gregorio a 

identifié un deuxième site d'initiation de la transcription situé à -31 nucléotides, régulant 

la transcription d'un autre ARNm codant pour la même protéine (47). Ce phénomène 

d'initiation de la transcription alternatif semble être régulé par le recoupement de 

l'élément initiateur (Inr) et de la boîte TATA. Le même groupe identifia aussi deux sites 

Spi localisés entre les nucléotides -50 et -60 et qui augmentent modérément l'activité 

transcriptionnelle, ce qui suggérait que d'autres éléments étaient impliqués dans la 

transcription basale. D'autres études ont ensuite démontré, à l'aide de plusieurs fragments 

du promoteur lgalsl, que le site Spi à la position -57 était responsable de l'induction de la 

galectine-1 par l'acide butyrique (48). D'autre part, l'induction de la galectine-1 par 

l'acide rétinoïque impliquerait une région plus éloignée, soit entre -1578 et -1448 

nucléotides (49). En 2007, une étude in silico du promoteur de lgalsl a identifié plusieurs 

sites de liaison potentiels à des facteurs de transcription. Par exemple, on retrouve des sites 

de liaison aux facteurs de transcription suivants: AML-1, C/EBPa et~. GATA-3, MZF-1, 

PAX-2, PAX-6, SPI (50). Il a été démontré que CIEBPa (CCAAT/enhancer-binding 

protein a) et HIF-1 (hypoxia inducible factor-1) augmentent en synergie l'expression 

transcriptionnelle de la galectine-1 (51). CIEBPa se lie à la séquence consensus GCAA T 

dans le promoteur de lgalsl entre -48 et -42, alors que HIF-1 se lie à deux sites consensus 
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entre -441 et -423 (52), ce qui a été démontré par un ChiP-reChiP (51). Cette synergie 

entre ces deux facteurs de transcription a été démontrée dans la lignée cellulaire d'un 

carcinome gastrique (SGC7901). De plus, la suppression de la galectine-1 par des shRNA 

ou du lactose empêche la différenciation cellulaire de leucémie myéloïde aigue induite par 

ces facteurs de transcription, ce qui est restauré par l'ajout de galectine-1 recombinante 

(51). Une autre étude a démontré, par un essai d'immunoprécipitation de la chromatine, 

que NF-KB/p50 se lie sur une région du gène codant pour la galectine-1 sur la séquence 

taGGGActttccc située à la position +1185 (53). NF-KB contrôle donc l'expression de la 

galectine-1 qui à son tour régule négativement la signalisation de NF-KB. Ceci suggère 

que l'expression de galectine-1 dépendante de NF-KB dans les cellules T effectrices 

pourrait jouer un rôle dans l'atténuation de la réponse immunitaire et des processus auto­

immunitaires (53). 

La méthylation de l'ADN est aussi impliquée dans la régulation du gène de la 

galectine-1. L'extrémité 5' du promoteur (-499 à -614pb) est riche en OC (environ 60%) et 

est hyperméthylée sur plusieurs sites (54). De plus, le promoteur peut se replier en épingle 

à cheveux, ce qui peut aussi influencer la transcription (44,54). L'implication de la 

méthylation de l'ADN dans la régulation de la galectine-1 a été démontrée de plusieurs 

façons: avec un agent inhibiteur de méthylation (5'-aza-2'-deoxycytidine) (55), des 

enzymes sensibles à la méthylation ou des traitements au bisulfite (56-58) et des 

inhibiteurs d'histones déacétylases (reliées à la régulation épigénétique via la méthylation 

de l'ADN) (59). 
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1.2.2. Éléments transcriptionnels impliqués dans l'expression de galectine-3. 

L'identification des mécanismes moléculaires qui régulent l'expression des 

galectines a largement profité des études sur la galectine-3. Le gène codant pour la 

galectine-3 (lgals3) humaine diffère légèrement du gène murin puisque les deux sites 

d'initiation de la transcription sont séparés par environ 30 nucléotides chez la souris, alors 

qu'ils sont séparés seulement par deux nucléotides chez l'humain (60,61). Chez la souris, 

cela mène à la transcription de deux ARNm distincts (60,62). La présence d'un promoteur 

à l'intérieur du deuxième intron du gène /gals3 produirait le transcrit alternatif galig 

(ga/ectin-3 internai gene) (63,64). Chez le rat, il a été démontré que la séquence minimale 

pour l'activité du promoteur de lgals3 variait de -161/+40 relativement au site d'initiation 

de la transcription (65). Le promoteur de lgals3, humain et murin, ne contient pas de boîte 

TATA en amont du site d'initiation de la transcription. Il contient des sites de liaison pour 

les facteurs de transcription suivants: Spi, AP-l et Purf3 (liaison aux éléments riches en 

purine) (65). De plus, il y a des sites de liaisons pour les éléments de réponse à l' AMP 

cyclique (CRE), des sites ressemblant aux sites de liaison pour le facteur de transcription 

NF-KB et un élément cis-inductible (60-62). D'ailleurs, l' AMP cyclique et NF-KB 

semblent impliqués dans l'augmentation rapide de l'expression de la galectine-3 suite à 

une stimulation au sérum (61). De plus, l'implication de NF-KB dans la régulation de 

l'expression de la galectine-3 a été confirmée suite à un stress chez les macrophages 

(66,67) et dans un modèle de cancer du sein où l'inhibition de NF-KB par le DHMEQ 

inhibe l'expression de la galectine-3 et l'adhésion cellulaire (68). Toutefois, lorsque des 

cellules T sont infectées par le virus T lymphotropique humain de type 1 (HTL V -1 ), 

l'activation de l'expression de la galectine-3 par la protéine Tax est indépendante des 

voies impliquant l'AMP cyclique et NF-KB (69). D'un autre côté, les facteurs de 

transcription RUNXI et RUNX2 jouent aussi un rôle dans la régulation du gène lgals3 

(30, 70). La liaison directe de ces facteurs de transcription à des séquences spécifiques du 

promoteur permet la surexpression de ce gène dans les tumeurs pituitaires humaines, ce 

qui contribue à la régulation de la croissance de ces tumeurs (70). De plus, l'expression de 

la galectine-3 est diminuée dans les souris déficientes en RUNX2 (30). 
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Comme dans le cas du gène qui code pour la galectine-1, la méthylation de 1 'ADN 

est aussi impliquée dans la régulation de l'expression de la galectine-3. Il a été démontré 

que le promoteur de lgals3 est déméthylé dans plusieurs tumeurs exprimant la galectine-3, 

comme c'est le cas dans la majorité des tumeurs de glandes pituitaires (71). De plus, le 

traitement à la 5'-aza-2'-deoxycytidine (5'-aza-Cdr), un inhibiteur de méthylases de 

l'ADN, induit l'expression constitutive de la galectine-3 dans des lignées cellulaires qui 

n'expriment pas normalement cette protéine (71). Dans un même ordre d'idée, le 

séquençage du promoteur de lgals3, suite à un traitement au bisulfite, a permis d'identifier 

50 dinucléotides CpG déméthylés dans les cellules humaines du cancer de la prostate 

LN CaP, qui n'expriment pas la galectine-3 et qui avaient été traitées à la 5 '-aza-Cdr (72). 

L'expression de la galectine-3 peut aussi être régulée par des modifications post­

transcriptionelles, telle clivage et la phosphorylation (le clivage de la galectine-3 par les 

MMPs sera discuté dans la section 1.3.2.2). La phosphorylation de la galectine-3 au niveau 

de la sérine 6, par la caséine kinase 1, est associée à l'exportation de cette protéine du 

noyau vers le cytoplasme et à sa fonction anti-apoptotique (73-75). De plus, la 

phosphorylation de la galectine-3 est aussi associée à la transformation maligne et à 

l'activation de gènes spécifiques, comme celui codant pour la cycline Dl (76). Les 

tyrosines aux positions 79, 107 et 118 peuvent être phosphorylées in vitro et in vivo par la 

kinase c-Abl. D'ailleurs, la phosphorylation de la galectine-3 régule sa capacité à lier les 

~-galactosides (77). 

1.2.3. Éléments transcriptionnels impliqués dans la régulation des autres galectines. 

Le promoteur du gène codant pour la galectine-2 (lgals2) contient deux boîtes 

TATA consécutives, un site Spi et un site potentiel pour AP-l (78,79). Quant au 

promoteur du gène codant pour la galectine-4 (lgals4), du point de vue fonctionnel, il n'a 

pas été caractérisé à ce jour. Cependant, il a été démontré que le facteur de transcription 

Runx3 était impliqué dans l'expression de cette galectine, suite à la transfection de ce 

facteur dans une lignée humaine de cancer gastrique (80). D'autre part, le promoteur du 

gène codant pour la galectine-6 (lgals6) differe des autres galectines. Il contient une boîte 

TATA, six boîtes E (E box) et un élément de régulation similaire à celui de 
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l'apolipoprotéine B qui est impliqué dans l'expression de cette galectine au niveau 

intestinal (81 ). Les régions régulatrices des gènes des galectines-8 et -9 (lgals8 et lgals9) 

sont encore peu connues. Toutefois, la galectine-8 peut être induite par le sodium butyrate 

dans les cellules de carcinome du colon humain (82) et la galectine-9 peut être induite par 

le PMA, l'IL-lp, l'interféron gamma et l'ARN double brin (83-86). Récemment, il a été 

démontré que l'expression de la galectine-9 est régulée par les histones déacétylases 3, 

dans les cellules endothéliales, via l'interaction avec la voie de signalisation PI3K-IRF3 

(87). Pour ce qui est de la galectine-10, la boîte OC (-44 à -50 nucléotides) et le site Oct 

(-255 à -261 nucléotides) sont essentiels à l'activation du promoteur de son gène (38). 

D'ailleurs, des études de liaisons par EMSA (electromobility shift assay) ont démontré que 

les facteurs de transcription Sp 1 et Oct 1 se lient à leur site consensus, soit la boîte OC et le 

site Oct, respectivement (38). Au contraire, les éléments AML3 et YY1, qui se lient 

respectivement aux séquences consensus AML et Inr, agissent comme des éléments 

répresseurs (38). L'expression de la galectine-10 est similaire à la galectine-1 dans ce sens 

où leur expression est induite par l'acide butyrique et que le facteur de transcription Spi 

serait nécessaire à cette induction (38). En ce qui à trait à la région régulatrice du gène 

codant pour la galectine-12 (!gals 12), deux sites de reconnaissance potentiels pour le 

facteur de transcription Spi et quatre sites pour le facteur de transcription AP-2 ont été 

identifiés. Le promoteur des gènes pour les galectines-13, -14 et -15 n'ont pas encore été 

caractérisés. 

1.3. Fonctions. 

Lorsqu'elles se retrouvent au niveau intracellulaire, dans le noyau et/ou le 

cytoplasme, les galectines peuvent interagir avec des protéines intracellulaires. Ainsi, elles 

peuvent jouer un rôle dans les processus cellulaires, tels la croissance cell tlaire, l'apoptose 

et le cycle cellulaire (88,89). Au niveau extracellulaire, elles peuvent se lier à des 

glycoconjugués à la surface de plusieurs types cellulaires et entraîner une cascade de 

signaux transmembranaires pouvant causer l'activation cellulaire ou l'apoptose, moduler 

l'adhésion cellulaire ou induire la migration cellulaire. L'oligomérisation de ces protéines 

peut entraîner la liaison de récepteurs à la surface d'une même cellule ou permettre la 

liaison cellule-cellule ou cellule-matrice (1 ). 
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1.3.1 Fonctions intracellulaires. 

1.3.1.1. Cycle cellulaire et régulation d'expression de gènes. 

Le contrôle du cycle cellulaire est important au niveau du développement et de la 

différenciation cellulaire. Lors de stress cellulaire, l'arrêt du cycle cellulaire permet 

d'empêcher la transmission de matériel génétique endommagé afin de prévenir, entre 

autre, le développement d'un cancer (90). Une étude a démontré que la surexpression de la 

galectine-3, par transfection transitoire, permet de réguler le cycle cellulaire dans une 

lignée de cancer du sein humaine (91). Cela favorise, en particulier, l'arrêt du cycle 

cellulaire en G 1 suite à la perte d'interaction cellule-matrice. En fait, la galectine-3 

diminue l'expression des cyclines Dl et augmente celle de p21 et p27 (91). Il est connu 

que les cellules épithéliales sont dépendantes d'ancrage et requièrent des interactions 

cellule-matrice pour leur survie et leur croissance (91). D'un autre côté, la galectine-3 peut 

intéragir avec 1 'homéodomaine du facteur de transcription TIF 1 (thyroid-specific 

transcription factor 1), ce qui augmente l'activité transcriptionnelle de ce facteur et 

favorise la prolifération des cellules thyroïdiennes (92). La stimulation de la prolifération, 

la croissance indépendante d'ancrage et l'activité anti-apoptotique semble impliquer la 

voie K-Ras/MEK (93). Dans les cellules humaines de cancer du sein surexprimant la 

galectine-3 phosphorylée, certains gènes sont induits (exemple: cycline Dl, MAP3KIO, 

MAP2K1, kératines-18 et -19, insulin-like growth factor binding protein 5, MUC5 et y­

fi/amine), alors que d'autres sont régulés à la baisse (exemple: MUC1, intégrines a10 et 

a6 et plusieurs gènes qui codent pour les collagènes et VEGF) (76,94). La galectine-3 

intéragit aussi avec le complexe de transcription dépendant du facteur de cellules T (Tcf). 

La liaison de la galectine-3 avec Tcf et ~-caténine dans le noyau induit l'activité 

transcriptionnelle de Tcf-4 et affecte la stimulation de la cycline Dl et l'expression de c­

myc, ce qui induit la croissance et la prolifération (95). De plus, la galectine-3 peut se lier 

à la protéine Alix, qui est impliquée dans le transport des protéines et dans la régulation de 

l'expression de certains récepteurs à la surface des cellules. Cette interaction est d'ailleurs 

impliquée dans la diminution de l'expression des récepteurs de cellules T (96). 
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L'interaction de la galectine-1 avec l'intégrine a5 inhibe la croissance via 

l'induction de p21 et p27 en stimulant la liaison et la transactivation des facteurs de 

transcriptions Spi et Sp3 (97). Cet effet antiprolifératif résulte de l'inhibition des voies de 

signalisations Ras/MEKIERK et de l'induction transcriptionnelle consécutive de p27 (97). 

D'un autre coté, la liaison de la galectine-1 à l'actine dans les plaquettes joue un rôle dans 

la polymérisation et la dépolymérisation de l'actine, ce qui affecte l'agrégation des 

plaquettes (98). De plus, la galectine-8 peut inhiber la croissance cellulaire par sa capacité 

à induire l'accumulation de l'inhibiteur dépendant des cyclines p21 suite à l'activation de 

JKN et PKB, dans certaines lignées humaines de cancer du poumon (99). La galectine-12, 

qui est normalement indétectable dans plusieurs tissus et lignées cellulaires, est 

surexprimée dans les cellules Jurkat synchronisées en phase Gl ou Gl/S du cycle 

cellulaire. De plus, sa surexpression ectopique dans des cellules cancéreuses cause l'arrêt 

du cycle cellulaire en phase G 1 et mène à la suppression de la croissance cellulaire ( 1 00). 

1.3.1.2. Apoptose. 

Les galectines peuvent avoir des activités pro- et/ou anti-apoptotiques 

dépendamment du type cellulaire, de la nature des stimuli qui les induisent et de sa 

localisation cellulaire. Par exemple, la galectine-3 a une fonction pro- ou anti-apoptotique 

dépendamment du type cellulaire. Cette galectine est anti-apoptotique dans les cellules du 

cancer de la prostate, puisqu'elle rend ces cellules moins sensibles à l'apoptose induite 

chimiquement, c'est-à-dire qu'elle diminue l'expression de Bad et stabilise la membrane 

mitochondriale, ce qui inhibe le relâchement de cytochrome cet l'activation de caspase-3 

(101). La galectine-3 a aussi une fonction anti-apoptotique dans le lymphome de Burkitt et 

les cellules T induits en apoptose par Fas ou par des agents pharmacologiques (102,103), 

et dans les cellules du cancer de la vessie en activant Akt (104). D'un autre côté, la 

galectine-3 a une fonction pro-apoptotique dans le cancer du sein puisqu'elle inactive Akt 

suite à l'induction de l'apoptose par TRAIL (105). Lorsque la galectine-3 est localisée 

dans le cytoplasme, celle-ci protège les cellules de l'apoptose induite, alors qu'au niveau 

nucléaire elle augmente la sensibilité à l'apoptose (106). 
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La galectine-1 a une fonction pro-apoptotique. Cette protéine induit l'apoptose des 

thymocytes, des cellules T activées et de lignées de cellules leucémiques humaines 

(107,108). L'expression de la galectine-1 par les cellules endothéliales et dendritiques 

induit l'apoptose des cellules T qui s'y attachent (109). La présentation de la galectine-1 

par la matrice extracellulaire (MEC) favorise aussi l'apoptose des cellules T (110). De 

plus, la galectine-1 au niveau intracellulaire induit l'arrêt du cycle cellulaire et l'apoptose 

des cellules du cancer du colon avec une diminution de Wnt et NF-KB (54). L'induction 

des cellules T par les galectines-1 et -3 serait modulée par l'utilisation de différents 

récepteurs de surfaces (111 ). 

La galectine-2 est pro-apoptotique puisque la liaison de cette galectine avec des 

lymphocytes T activées induit l'apoptose de ces cellules en favorisant l'expression des 

caspases-3 et -9, le clivage du facteur de fragmentation de l'ADN, le relâchement du 

cytochrome c, la déstabilisation de la membrane mitochondriale et l'augmentation du ratio 

bax/bcl-2 (79). Les galectines-8, -9 et -12 ont aussi une fonction pro-apoptotique 

(40,112,113). 

1.3.1.3. Rôle dans l'épissage alternatif. 

La galectine-3 a été la première galectine à être associée à une fonction dans 

l'épissage des ARN messagers. Par la suite, l'équipe de Patterson a aussi identifié la 

galectine-1 comme protéine impliquée dans ce processus. Cette équipe a démontré que la 

galectine-3 et la galectine-1 se retrouvent dans les extraits nucléaires et que l'élimination 

de l'une ou l'autres de ces galectines est suffisante pour inhiber l'activité d'épissage (114). 

De plus, les galectines-1 et -3 sont associées avec Gemin4, un membre du complexe de 

survie des neurones moteurs qui est impliqué dans l'assemblage du spliceosome et des 

ribonucléoprotéines micro-ARN (115-117). Une étude a aussi démontré par 

immunoprécipitation que les galectines-1 et -3 peuvent se lier directement sur le complexe 

d' épissage (118). 
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1.3.1.4. Autres fonctions des galectines. 

Récemment, la galectine-8 a été identifiée comme une protéine interagissant avec 

le facteur de coagulation des plaquettes V (FV), ce qui induit l'endocytose de ce co-facteur 

dans les mégakaryocytes (37). De plus, cette galectine a un rôle à jouer dans la défense du 

système immunitaire contre les infections bactériennes puisqu'elle reconnaît des glycans 

exposés à la surface des vacuoles endommagées contenant des bactéries et recrute NDP52, 

ce qui active l'autophagie anti-bactérienne (119). La galectine-10 est constitutivement 

exprimée dans les cellules T régulatrices CD25(+) alors qu'elle est pratiquement absente 

des cellules T CD4(+) activées (39). Cette protéine est un nouveau marqueur essentiel aux 

fonctions d'anergie et de suppression des cellules T régulatrices (39). La galectine-12 est 

exprimée par les adipocytes et est un régulateur négatif de la lipolyse. L'ablation de la 

galectine-12 dans les souris induit l'augmentation de la respiration mitochondriale des 

adipocytes, diminue l'adiposité, améliore la résistance à l'insuline et l'intolérance au 

glucose (120). 

1.3.2 Fonctions extracellulaires. 

1.3.2.1. Adhésion. 

Les galectines peuvent avoir des propriétés adhésives en agissant comme ligands 

pour la reconnaissance d'un récepteur ou anti-adhésives en bloquant l'accès aux récepteurs 

(Figure 1.2). Ce sont des protéines « matricellulaires » (nouvelle classe de protéines 

modulatrices de l'adhésion) (16,121). La galectine-1 peut avoir des propriétés adhésives 

ou anti-adhésives. Par exemple, il a été démontré que l'ajout de galectine-1 recombinante 

à des cellules de mélanomes humains et de cancers ovariens augmente l'attachement de 

ces cellules à la laminine et/ou la fibronectine (122,123). De plus, la transfection du gène 

lgalsl dans les cellules du cancer du colon augmente l'adhésion de ces cellules à la 

laminine, la fibronectine et le collagène (124). D'un autre côté, il a été démontré par 

chromatographie d'affinité que la galectine-1 inhibe la liaison de 1' intégrine a 1 p7 à la 

laminine, mais n'affecte pas la liaison à la fibronectine (125). La galectine-3 a aussi des 

fonctions pro- et anti-adhésives. Cette galectine induit l'adhésion des 

polymorphonucléaires humains à la laminine (126). De plus, la transfection du gène 

codant pour la galectine-3 dans les cellules de cancers du sein favorise l'adhésion de ces 
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cellules à la laminine, la fibronectine et la vitronectine (127). Cependant, l'ajout de fortes 

concentrations de galectine-3 recombinante à des cellules de cancers du sein inhibe 

l'attachement au collagène de type IV (128). La galectine-3 peut se lier à une variété de 

composantes de la matrice extracellulaire, comme la laminine, la fibronectine, l'élastine, le 

collagène IV et la tenascin-C et -R (129), ce qui module les processus biologiques 

dépendant de la matrice, comme l'adhésion et la migration des cellules normales ou 

tumorales. La galectine-2 est aussi associée à des fonctions pro- et anti-adhésives. La pré­

incubation des cellules T avec la galectine-2 inhibe la liaison au collagène et augmente la 

liaison à la fibronectine (79). La galectine-8 et -9 possède aussi ces propriétés (130-132). 

La galectine-8 sécrétée est un modulateur de l'adhésion cellulaire (130). Lorsqu'elle est 

immobilisée sur la cellule, elle permet l'adhésion à des intégrines à la surface cellulaire. 

D'un autre côté, lorsque la galectine-8 est présente en excès comme ligand soluble, elle 

forme un complexe avec les intégrines qui régule négativement l'adhésion (133). 

Il est connu que les galectines se lient aux ~-galactosides des glycocongugués 

présents dans la MEC et sur les molécules d'adhésion à la surface des cellules (3,23). Ce 

faisant, il a été démontré que les galectines-1 et -3 induisent l'agrégation homotypique de 

plusieurs types cellulaires. Par exemple, les galectines favorisent l'adhésion des cellules de 

mélanome entre elles par l'interaction avec la glycoprotéine 90K (134,135). Ces galectines 

sont aussi impliquées dans l'agrégation homotypique des cellules de cancer du sein et dans 

l'adhésion de ces cellules aux cellules endothéliales via l'interaction avec l'antigène 

Thomsen-Friedenreich (136). La galectine-1 induit également l'adhésion des cellules 

lymphoblastoïdes à l'épithélium thymique, ce qui est bloqué par l'ajout de lactose (137). Il 

a été démontré que la galectine-3 peut servir d'ancrage aux cellules tumorales. Cette 

galectine est impliquée dans l'interaction des cellules de cancer du sein avec les cellules 

endothéliales de veine ombilicale humaine (HUVEC) et dans l'interaction des cellules de 

mélanome avec les cellules du poumon (138,139). La surexpression de la galectine-3 dans 

les cellules dendritiques permet l'interaction de ces cellules avec des lymphocytes activés 

exprimant la L-sélectine (140). D'un autre côté, la galectine-4 a été identifiée comme un 

nouveau régulateur neuronal de la myéline (36). Les auteurs ont démontré que 

l'expression de la galectine-4 est diminuée juste avant le processus de myélinisation dans 
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les cerveaux de rat en développement. En ce qui a trait à la galectine-9, cette protéine a des 

propriétés d'adhésion puisqu'elle entraîne l'adhésion des éosinophiles à l'endothélium 

vasculaire (86). De plus, son addition exogène induit l'agrégation des éosinophiles et des 

cellules de mélanome (141,142). La transfection du gène de la galectine-9 dans les cellules 

de cancer du sein permet aussi l'agrégation de ces dernières (132). 

Figure 1.2 : Propriétés adhésives et anti-adhésives des galectines lors d'interaction 

cellule-cellule ou cellule-matrice. Les galectines ont des propriétés adhésives lorsqu'elles 

lient les glycoconjugués à la surface des cellules ou de la MEC. Cependant, une 

expression excessive des galectines peut aussi entraver 1' accès à certains récepteurs. 

Propriété adhésive 

Légende 

Galectine proto-type 

Galectine chtmère 

Propriété anti -adhésive 

Ohgosacchandes contenant du galactose 
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1.3.2.2. Migration. 

Des études ont démontré que plusieurs galectines jouent un rôle dans la migration 

cellulaire. Ce processus implique l'attachement et le détachement des cellules, la 

modification du cytosquelette et la dégradation de la matrice extracellulaire. Des 

expériences in vitro sur matrigel (matrice artificielle constituée d'un mélange de protéines 

structurales comme le collagène) ont démontré que la galectine-1 stimule la migration des 

cellules dendritiques à travers la MEC en favorisant la maturation de ces cellules et en 

induisant l'expression de plusieurs gènes, dont ceux codant pour MMP-1, MMP-10 et 

MMP-12 (143). Ces enzymes protéolytiques sont connues pour être impliquées dans la 

dégradation de la MEC (144). De plus, la galectine-1 se lie à CD43/CD45 sur les cellules 

dendritiques et induit l'activation et la migration cellulaire via Sye et la protéine kinase C 

(145). L'ajout de galectine-1 à des membranes contenant de la laminine ou de la 

fibronectine induit la migration de cellules de muscle lisse vasculaire sur la laminine, mais 

pas sur la fibronectine (146). Cette protéine induit aussi la migration de glioblastomes et 

de cellules endothéliales activées (147-149). Ceci a été confirmé grâce à l'utilisation 

d'oligonucléotides antisens. Elle induit aussi la migration de péricytes spécifiques du foie 

(Hepatic stellate cells) (150). D'un autre côté, la galectine-1 peut inhiber la migration 

d'autres types cellulaires. Il a été démontré que la galectine-1 inhibe la migration trans­

endothéliale des cellules T, ainsi que la migration des éosinophiles et des cellules de 

cancer du colon (151-153). 

La galectine-3 induit également la migration de plusieurs types cellulaires. 

L'expression de galectine-3 dans les cellules endothéliales favorise la migration en se liant 

au protéoglycan NG2 exprimé par les péricytes (154). Des expériences in vitro et in vivo, 

utilisant la méthode de la poche d'air chez la souris, ont démontré que la galectine-3 

favorise la migration des monocytes et des macrophages (155). Une autre étude a 

démontré que la galectine-3 agit comme chimioattractant en induisant la migration des 

thymocytes (156). L'activité de migration de la galectine-3 est associée avec la 

phosphorylation de AKT et est dépendante de PB-kinase puisqu'elle peut être inhibée par 

la wortmannin (157). L'interaction de la galectine-3 avec les N-glycans modifiés de Golgi 

~l,6N-acetylglucosaminyltransferase V (MGAT5) à la surface des cellules de carcinome 
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mammaire forme un treillis membranaire qui augmente l'activation des intégrines a5~1 et 

la mobilité cellulaire (158). La galectine-3 augmente également la migration des cellules 

épithéliales lors de la réparation de la cornée en initiant la formation de lamellipodes par 

l'interaction avec les complexes N-glycans sur les intégrines PI (159). De plus, cette 

galectine induit la chimiotaxie des monocytes humains via un signal impliquant une 

protéine G sensible à la toxine de Pertussis (28), alors qu'elle inhibe la chimiotaxie des 

neutrophiles in vitro ( 160). Le clivage de la galectine-3 par MMP-7 inhibe la réparation de 

blessures dans les maladies intestinal chroniques (161). Cependant, la galectine-3 a des 

effets contradictoires, tout comme la galectine-1. En fait, une étude a démontré que l'ajout 

de galectine-3, exogène en solution ou liée à du matrigel, augmentait la migration de 

cellules provenant de carcinomes mammaires primaires exprimant faiblement la galectine-

3. Par contre, les cellules de carcinomes mammaires malins qui expriment fortement la 

galectine-3 n'étaient pas invasives dans ces conditions et n'étaient pas sensibles à l'ajout 

exogène de cette galectine (162). 

Les galectines-8 et -9 ont un rôle dans la migration de certains types cellulaires. Par 

exemple, la galectine-8 augmente la migration des cellules d'ovaires de hamster et des 

astrocytes tumoraux, alors qu'elle diminue la migration des cellules de cancer du colon 

(16,130,163). De même, l'interaction de forte affinité entre la galectine-8 et les intégrines 

Pl module l'interaction cellule-matrice et augmente la migration cellulaire en activant 

GTPases Rho et PI3K (130,164,165). En ce qui à trait à la galectine-9, elle a la capacité 

d'attirer les éosinophiles (141,166,167). 

1.3.2.3. Inflammation et système immunitaire. 

De nombreuses études ont démontré que les galectines ont un rôle important dans 

la régulation de l' inflammation et de la réponse immunitaire. Ce rôle s'explique 

notamment par le fait que la réponse immunitaire est caractérisée par des changements aux 

niveaux des motifs de glycosylation des effecte rs. Certaines galectines peuvent avoir un 

rôle pro-inflammatoire alors que d'autres ont un rôle anti-inflammatoire. D'ailleurs 

quelques-unes d'entres elles peuvent avoir un effet pro- et anti-inflammatoire 

dépendamment des cellules testées et du microenvironnement extracellulaire (168). 
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Parmi les galectines qui ont des propriétés anti-inflammatoires, on retrouve la 

galectine-1. Ceci a été démontré dans plusieurs modèles d'inflammation chronique et de 

maladies auto-immunes comme l'encéphalomyélite auto-immune, l'arthrite, les colites, la 

rétinopathie autoimmune, le psoriasis, l'hépatite et le diabète (35,169-174). Plusieurs 

études sur l'arthrite rhumatoïde, les maladies de la rétine et le psoriasis ont rapporté qu'un 

traitement avec la galectine-1 menait à un changement de la réponse immunitaire Th1 vers 

Th2 (35, 170,175, 176). Comme la galectine-1 augmente la tolérance des cellules 

immunitaires dans plusieurs maladies auto-immunes en agissant comme une cytokine anti­

inflammatoire et immunorégulatrice, cela suggère qu'elle pourrait avoir un potentiel 

thérapeutique dans le traitement des maladies inflammatoires. 

Pour ce qui est de la galectine-3, elle est généralement considérée comme une 

cytokine pro-inflammatoire, bien qu'elle puisse avoir des activités anti-inflammatoires 

dans certains cas. Les souris déficientes en galectine-3 ont une réponse inflammatoire 

atténuée et une réduction du nombre de granulocytes dans la cavité péritonéale induite par 

l'injection intrapéritonéale de thioglycollate (177,178). Cette galectine a aussi un rôle pro­

inflammatoire dans le cerveau, puisqu'elle induit dans les microglies la transcription de 

médiateurs pro-inflammatoires, incluant TNF-a, IL-6, IL-l~, IL-12p40, IL-10 et IFN-y 

(179). Contrairement à la galectine-1, la galectine-3 réduit la sécrétion d'IL-5 dans 

certaines lignées de cellules T (180). De façon paradoxale, le potentiel thérapeutique de la 

galectine-3 a été étudié dans un modèle d'asthme chronique. Les auteurs ont démontré que 

l'administration intranasale d'un plasmide codant pour la galectine-3 diminuait les signes 

cliniques et immunologiques de l'asthme chronique en diminuant l'IL-5 et en réduisant le 

recrutement d'éosinophiles aux poumons (181). Cette étude suggère que la galectine-3 

empêcherait la réponse allergique Th2 in vivo. Cependant, ces résultats contredisent ceux 

d'une étude démontrant que les souris déficientes en galectine-3 développaient une 

réponse Th2 réduite et une réponse Th1 supérieure dans un modèle d'asthme chronique 

induit par l'ovalbumine (182). Cette contradiction entre ces deux études peut possiblement 

s'expliquer par la méthodologie utilisée afin d'évaluer le rôle de la galectine-3 in vivo. 
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Il existe plusieurs évidences que les galectines peuvent influencer la réponse 

immunitaire acquise. Par exemple, la galectine-1 peut contrôler l'expression de complexe 

majeur d'histocompatibilité (CMH)-11 à la surface des macrophages (183). Hors, la 

galectine-1 est surexprimée dans les cellules T régulatrices (184) et l'abolition de son 

expression réduit significativement l'effet suppresseur des cellules T régulatrices CD4+ 

CD25+ (185). La galectine-1 peut aussi moduler l'activation des cellules T en 

phosphorylant partiellement une chaîne du récepteur de cellules T, ce qui empêche la 

réception d'un signal via ce récepteur (186). Bien que la galectine-1 semblerait jouer un 

rôle clé dans la tolérance des cellules T, les souris déficientes en galectine-1 ne présentent 

pas de défauts majeurs à ce niveau, ce qui pourrait refléter une certaine redondance au 

niveau des différents membres de la famille des galectines (1,187). La galectine-1 produite 

par les cellules stromales pourrait aussi moduler la réponse immunitaire acquise via les 

cellules B en se liant au récepteur pré-B (pre-BCR). Elle serait ainsi impliquée dans la 

formation synaptique entre les cellules pré-B et les cellules stromales (188) et 

contribuerait à l'activation des cellules pré-B (189). 

La galectine-3 augmente la phagocytose des neutrophiles apoptotiques par les 

macrophages (190). De plus, cette protéine a été identifiée comme un nouveau ligand pour 

la phagocytose. La galectine-3, localisée à la surface des cellules apoptotiques, se lie à 

MerTK (c-mer proto-oncogene tyrosine kinase), localisé à la surface des macrophages, ce 

qui stimule la phagocytose. L'interaction entre ces deux protéines a été démontré par co­

immunoprécipitation (191). Elle module aussi la réponse inflammatoire des macrophages, 

en coopération avec la dectin-1, dans un contexte de reconnaissance de champignons 

(192). La galectine-3 reconnaît les P-1,2 oligomannanes sur la paroi cellulaire de certains 

champignons et s'associe avec la dectin-1 qui reconnaît les P-glucanes. Ceci permet aux 

cellules de distinguer les champignons pathogènes, comme Candida a/bicans, des non 

pathogènes, comme S. cerevisiae, qui ne possèdent pas d'oligomannanes spécifiques dans 

leur paroi cellulaire ( 177, 193, 194 ). 
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Le rôle des autres galectines dans la réponse immunitaire est relativement moins 

connu. Dans le cas de la galectine-2, elle peut réguler la sécrétion de lymphotoxine-a, ce 

qui affecte le degré d'inflammation lors d'un infarctus du myocarde (195). Pour ce qui est 

de la galectine-4, qui est exprimée par les cellules épithéliales intestinales, elle semblerait 

favoriser l'activation des cellules T CD4+ et induirait la production de cytokines pro­

inflammatoire, comme l'IL-6 (196). Quant à elle, la galectine-9 peut améliorer les 

réactions auto-immunitaires en supprimant les cellules Th17 et en augmentant les cellules 

Treg (197). La galectine-8 induit l'adhésion réversible des neutrophiles et stimule la 

production de superoxide, ce qui est essentiel à la fonction bactéricide des neutrophiles. 

Ces résultats suggèrent que la galectine-8 régule les fonctions des neutrophiles (198). 

1.3.2.4 Apoptose. 

Sans aucun doute, une des principales fonctions traditionnellement associées aux 

galectines est la régulation de l'apoptose. Ce rôle a été particulièrement bien étudié pour la 

galectine-1, qui peut induire l'apoptose des lymphocytes T activés ou non (107,108). 

Plusieurs glycoprotéines à la surface des cellules T sont des récepteurs de la galectine-1, 

tels CD45, CD43, CD2, CD3 et CD7 (199-202). La liaison de la galectine-1 aux cellules T 

mènerait à une redistribution de ces glycoprotéines. De plus, le statut de glycosylation de 

certains récepteurs permet de réguler négativement ou positivement l'apoptose des cellules 

T. D'ailleurs, les lymphocytes T CD45+ sont résistants à l'apoptose induite par la 

galectine-1 lorsqu'elles n'expriment pas de 2 ~-1,6 N-acetylglucosaminyltransferase 

(C2GnT) (enzyme responsable de créer les structures 0-glycans des glycoprotéines de 

surface des cellules T) (202,203). La modification des N-glycans sur le récepteur CD45 

par la ST6Gal 1 sialyltransferase affecte aussi l'induction de l'apoptose par la galectine-1 

(204). La susceptibilité des thymocytes et des cellules T à l'apoptose induite par la liaison 

avec la galectine-1 est contrôlée par la glycosylation et par l'expression d'isoformes 

spécifiques de CD45 (205). D'un autre côté, la galectine-1 peut induire l'expression des 

chaînes a et ~ du récepteur IFN-y sur les cellules T activées, ce qui les rend plus 

susceptibles à l'apoptose induite par l'IFN-y (206). Un autre récepteur, CD7, a été 

identifié comme étant un récepteur clé dans 1' apoptose induite par la galectine-1 ( 199). Il a 

d'ailleurs été démontré que les cellules leucémiques CD4+CD7- sont protégées de 
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l'apoptose induite par la galectine-1. L'apoptose médiée par la galectine-1 impliquerait 

plusieurs médiateurs intracellulaires, comme le facteur de transcription AP-l, la 

modulation de la production de la protéine BCL2, l'activation des caspases et des signaux 

comme p56lck et ZAP70 (207-210). Cependant, la galectine-1 n'a pas seulement un rôle 

pro-apoptotique. La sécrétion de la galectine-1 par les cellules stromales permet de 

maintenir en vie les cellules T naïves sans pour autant promouvoir la prolifération de ces 

cellules (211). 

La galectine-3 aurait également des propriétés pro- ou anti-apoptotiques 

dépendamment de sa localisation cellulaire (extracellulaire ou intracellulaire). Ainsi, la 

surexpression de galectine-3 dans les cellules T les protègent contre l'apoptose (212), alors 

que son addition exogène l'induit (102). Une autre étude a démontré que l'induction de 

l'apoptose des cellules T par la galectine-1 est inhibée par l'expression de galectine-3 au 

niveau intracellulaire (209). À la surface de la cellule, la galectine-3 formerait des 

complexes multivalents avec les N-glycans sur le récepteur antigénique des cellules T 

(TCR), ce qui régulerait négativement l'activation des cellules T en restreignant 

l'initiation du complexe de transduction de signal du TCR (213). Tout comme la 

galectine-1, la galectine-3 peut se lier à plusieurs récepteurs à la surface des cellules T, tels 

CD45, CD71, CD7 et CD29, ce qui lui permettrait d'induire l'apoptose dans ces cellules 

(102,111). 

La galectine-2 induit aussi l'apoptose des cellules T, probablement via sa liaison 

aux intégrines ~ à la surface des cellules et induit le changement de la réponse immunitaire 

Thl vers Th2, comme la galectine-1 (79). La galectine-9 sécrétée induit l'apoptose des 

cellules T et des thymocytes via la reconnaissance de glycoprotéines de surface cellulaire 

(107,108,113). La galectine-9 peut interagir avec Tim-3 (T-cell immunoglobulin mucin 

domain 3) exprimée à la surface des cellules T auxiliaires de type 1 (Thl), ce qui induit la 

mort de ces cellules et la diminution de la réponse Thl (214). 
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1.3.2.5. Infection virale. 

Les galectines peuvent jouer un rôle important dans les infections virales de par 

leur rôle régulateur de la réponse immune ou plus directement en interférant avec le cycle 

viral, notamment lors de la reconnaissance des récepteurs viraux. Ainsi, lors d'une 

infection virale par le virus influenza, la galectine-1 peut induire la sécrétion de I'IL-6 

(cytokine pro-inflammatoire) par les cellules dendritiques (215). D'autre part, la galectine-

1 peut se lier directement aux glycoprotéines à la surface de l'enveloppe du virus 

influenza, ce qui inhibe son activité d'hémaglutination et son potentiel infectieux. 

D'ailleurs, il a été démontré que la galectine-1 pouvait avoir un potentiel thérapeutique 

contre 1' influenza. Lorsqu'elle est administrée par voie intranasale dans des souris 

exposées à une dose virale létale, cela permettait d'augmenter le taux de survie des souris 

en réduisant la charge virale ainsi que l'inflammation et l'apoptose dans les poumons 

(216). La galectine-1 réduit aussi la sévérité des lésions oculaires induites par le virus de 

l'herpès simplex, en réduisant notamment la production de cytokines pro-inflammatoires 

(217). D'un autre côté, cette galectine peut aussi avoir un rôle dans l'augmentation du 

potentiel infectieux d'un virus, comme dans le cas du VIH (virus d'immunodéficience 

humaine )-1. En fait, la galectine-1 peut se lier directement au VIH -1 via sa liaison aux 

glycoprotéines de l'enveloppe virale gpl20 et aux récepteurs CD4 exprimés sur les 

cellules T, favorisant ainsi l'attachement du virus à la surface des cellules hôtes (218). 

En ce qui à trait à la galectine-9, cette protéine a plutôt une fonction antivirale. 

L'interaction entre la galectine-9 et TIM-3 rend les cellules T activées moins susceptibles 

à 1' infection et à la réplication du VIH -1, entre autre en raison de la diminution de 

l'expression de co-récepteurs de VIH-1 et de l'augmentation de la cyclin-dependent kinase 

inhibitor p21 (219). Ceci suggère que cette galectine pourrait servir de microbicide afin de 

prévenir une infection au VIH-1. 
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1.3.3 Implication des galectines dans le cancer. 

Le rôle des galectines dans le cancer a fait l'objet de nombreuses études, surtout 

dans le cas des galectines-1 et -3 qui sont souvent anormalement exprimées dans différents 

types de cancer. Par exemple, la galectine-1 est exprimée dans les astrocytes tumoraux, les 

mélanomes, les cancers de la prostate, thyroïdien, des ovaires, de la vessie, de même que 

des carcinomes hépatocellulaires (220-222). Souvent, cette expression corrèle avec 

l'agressivité tumorale et la métastasie (163,223-225). Dans le cancer des poumons, la 

surexpression de la ga1ectine-1 est associée à une augmentation de la grosseur des tumeurs 

et du nombre de nodules métastatiques, ainsi qu'à la diminution de la survie (226). Dans le 

cas du lymphome hodgkinien, des analyses protéomiques ont démontré que la galectine-1 

pourrait potentiellement devenir un nouveau marqueur puisque son expression corrèle 

avec un mauvais pronostique (227). 

Comme dans le cas de la galectine-1, la galectine-3 est surexprimée dans plusieurs 

types de cancers, incluant des types spécifiques de lymphomes (69,228), des carcinomes 

thyroïdiens (229-231), hépatocellulaires (232), cancer des reins (233), du colon (234) et 

les mélanomes malins (235). Récemment, il a été démontré que la galectine-3 est 

surexprimée dans les tissus de cancer du pancréas et se retrouve à un niveau anormalement 

élevé dans le sérum de patients atteints de ce type de cancer (236). À 1' inverse, son 

expression est diminuée dans d'autres types de cancers, comme dans le cas du carcinome 

du colon (237), du sein (238), de l'ovaire (239), utérin (240) et de la prostate (241-243). 

De plus, la galectine-3 est exprimée différemment selon les divers types de cancers du 

cerveau (244). 

De plus en plus d'études ont depuis documenté les patrons d'expression des autres 

galectines dans le cancer. Notons ainsi que l'expression de la galectine-4 est diminuée 

dans le cancer colorectal (245), alors que la galectine-8 est surexprimée dans le cancer de 

la prostate (246), et que la diminution de son expression est associée au cancer urothélial 

(247). Quant à la galectine-9, elle est surtout connue pour être surexprimée dans les 

lymphomes Hodgkinien (248). Les lecteurs sont invités à consulter une excellente revue 

sur le sujet pour plus de détails (l). 
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1.3.3.1. Transformation néoplasique. 

Un cancer se développe lorsqu'une cellule normale subit une transformation 

néoplasique, suite à une altération au niveau des mécanismes de régulation du cycle 

cellulaire et de l'apoptose. La transfection du gène /ga/si dans les fibroblastes a permis 

d'induire leur transformation en rendant leur croissance indépendante d'ancrage, diminue 

leur inhibition de contact, permet la formation de colonies en agar et la formation de 

tumeurs dans des souris nude (249). Des antisens spécifiques pour le gène de la galectine-

1 dans les gliomes ont permis le retour au phénotype normal (250). 

Il a été démontré que l'expression de la galectine-3 est nécessaire à la maintenance 

du phénotype transformé des carcinomes thyroïdiens (251 ). De plus, sa surexpression dans 

les cellules folliculaires provoque la transformation de ces cellules (92). L'utilisation 

d'antisens spécifiques contre la galectine-3 dans des cellules de cancer du sein a démontré 

que ces cellules revenaient à un phénotype normal, c'est-à-dire qu'elles perdaient la 

propriété de croissance indépendante d'ancrage et acquéraient la propriété d'inhibition de 

contact (252). Le mécanisme est encore inconnu, mais une étude suggère que la 

phosphorylation de la galectine-3 contribuerait à la transformation maligne des cellules 

épithéliales humaines par la modulation de gènes spécifiques (76). 

Tout comme la galectine-1, la galectine-3 interagit avec l'oncogène Ras. Ceci 

pourrait expliquer leur fonction dans la transformation néoplasique (253,254). La 

galectine-1 permet à H-Ras de se localiser à la membrane afin de faciliter son activation. 

De plus, l'inhibition de la galectine-1 ou l'utilisation d'un dominant négatif de H-Ras 

empêche la transformation (255). La galectine-3 augmente quant à elle l'expression de K­

Ras et leur colocalisation active la transformation néoplasique des cellules de cancer du 

sein (256). 
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1.3.3.2. Métastasie. 

La métastasie implique plusieurs changements dans les cellules, en particulier aux 

niveaux des interactions cellule-cellule et cellule-matrice. En fait, la cellule cancéreuse 

doit se détacher de la tumeur primaire et se lier aux cellules endothéliales afin d'initier le 

processus d'intravasation. Sous certaines conditions, notamment via l'expression de 

molécules d'adhésion intercellulaires sur l'endothélium vasculaire, la cellule cancéreuse 

initiera sa sortie du système vasculaire (par extravasation). À partir de là, elle migre 

jusqu'à un environnement favorable à sa nidification en se liant aux protéines de la 

matrice ou à des cellules du nouveau microenvironnement tumoral. 

De plus en plus d'évidences démontrent que certaines galectines sont impliquées 

dans la métastasie, notamment dans le processus d'adhésion et d' angiogénèse. La 

sécrétion de galectines par les cellules cancéreuses pourrait perturber les liaisons entre les 

cellules adjacentes, la MEC ou encore favoriser leur interaction avec le 

microenvironnement en formant des ponts entre la cellule cancéreuse et les autres cellules 

ou matrice extracellulaire (23). Les cellules environnantes peuvent aussi sécréter des 

galectines et favoriser la progression des cellules cancéreuses (257). 

La galectine-1 est impliquée dans l'angiogénèse. Une étude a démontré que la 

liaison d'un peptide anti-angiogénique (Anginex) à la galectine-1, immobilisée à la surface 

des cellules endothéliales, mène à la réduction de la prolifération et de la migration des 

cellules endothéliales (149). De plus, la croissance tumorale de tératocarcinomes et 

1 'angiogénèse est affectée dans les souris déficientes en galectine-1, ce qui suggère que 

l'angiogénèse est une fonction importante de cette galectine dans la progression tumorale 

(149,258). L'activation des cellules endothéliales induit l'augmentation de l'expression de 

la galectine-1, ce qui pourrait favoriser 1' extravasation des cellules cancéreuses. 

L'expression des galectines par les cellules endothéliales au niveau de certains organes 

suggère qu'elles pourraient aussi avoir un rôle dans l'attraction de cellules tumorales à un 

endroit propice à leur nidification. Les galectines exprimées par les cellules cancéreuses et 

endothéliales favorisent également leur interaction. Il a d'ailleurs été démontré, par 

microscopie confocale lors d'une étude sur l'adhésion de cellules de cancer du sein à une 
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monocouche de cellules HUVEC, que les galectines-1 et -3 se localisaient au site de 

contact entre ces deux types cellulaires (136). De plus, il été démontré dans un modèle 

expérimental murin de métastases aux poumons que l'inhibition de la galectine-1 par le 

thiodigalactoside ou des shARN (short hairpin RNA) spécifiques permettait de réduire 

l'adhérence des cellules cancéreuses, augmentait le nombre de cellules T, ce qui permettait 

de diminuer les métastases. Ceci démontre le rôle de la galectine-1 dans la métastasie et 

suggère que cette protéine serait une cible potentielle pour réduire le nombre de métastases 

(259). 

La galectine-3 a aussi un rôle à jouer dans la métastasie. Par exemple, une étude a 

démontré que la protéine LAMP-1 (Lysosomal-associated membrane protein 1) possède 

un niveau élevé d'oligosaccharides, comme le N-acetyl lactosamine, un ligand de forte 

affinité pour la galectine-3. Étant donné que LAMP-1 est exprimé à la surface des cellules 

de mélanome murin hautement métastatique et que la galectine-3 est fortement exprimée 

dans les cellules endothéliales des poumons, cela suggère que la galectine-3 faciliterait la 

métastasie à des organes spécifiques (139). D'ailleurs, l'ajout de lactose à des coupes de 

poumons inhibe substantiellement l'adhésion des cellules tumorales (139). La galectine-3 

pourrait elle aussi jouer un rôle dans l'angiogénèse en se liant avec NG2 (neuron-glial 

antigen 2), un protéoglycan transmembranaire exprimé par les péricytes dans les nouveaux 

vaisseaux sanguins. Il est connu que NG2 induit la migration des cellules endothéliales et 

stimule l'angiogénèse. D'ailleurs, il a été démontré que la formation d'un complexe entre 

la galectine-3, NG2 et l'intégrine a3Pl serait important pour la migration des cellules 

endothéliales (154). La galectine-3 est aussi un ligand du disaccharide Thomsen­

Friedenreich qui se retrouve sur MUCl (mucin 1), une protéine transmembranaire 

surexprimée et fortement glycosylée dans les cellules de cancers épithéliaux, favorisant 

ainsi l'adhésion des cellules cancéreuses à l'endothélium (260). Une étude récente dans un 

modèle de xénogreffe a démontré que l'inhibition de la galectine-3 par une molécule 

synthétique (lactulosyi-L-Ieucine) combinée avec le taxol réduit le nombre de métastases 

aux poumons (261). La galectine-3 se lie également à l'intégrine a5P3 et induit 

l'angiogénèse via VEGF (vascular endothelial growth factor) et bFGF (basic fibroblast 

growth factor) (262). La comparaison des transcriptomes des cellules de mélanomes 
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déficientes ou non en galectine-3 a permis de démontrer que la galectine-3 induit 

l'expression de plusieurs gènes comme ceux codant pour VE-cadhérine, JL-18, EDG-1 

(endothelial differentiation gene), MMP-2 et fibronectin-1. Ces gènes sont tous impliqués 

dans le processus de la métastasie et de l'angiogénèse (263). La VE-cadhérine est une 

molécule d'adhésion exprimée dans les jonctions adhérentes des cellules endothéliales et 

elle est dépendante du calcium (264). L'IL-8 est une chimiokine pro-angiogénique (265). 

L'activation de MMP-2 par l'IL-8 peut induire la métastasie en augmentant l'invasion des 

cellules et l'angiogénèse (266). Une immunoprécipitation de la chromatine (ChlP) a 

démontré qu'il y avait un niveau plus élevé de liaison du facteur de transcription egr-1 

(early growth response 1) sur les promoteurs de VE-cadhérine et lL-8 dans les cellules 

déficientes en galectine-3 (Gal-3shRNA) comparativement aux cellules témoins, mais 

aucune différence n'a été détectée concernant son expression dans les cellules en utilisant 

un immunobuvardage de type Western (263). EGR-1 est souvent décrit comme un 

suppresseur de tumeurs et est impliqué dans les processus de croissance et de 

différenciation en régulant la transcription de gènes cibles via des éléments riches en GC 

(267). Il a donc été suggéré que la galectine-3 agirait en amont d'EGR-1 afin de prévenir 

sa liaison aux promoteurs de VE-cadhérine et JL-8 et ainsi éviter la diminution de 

1 'expression de ces gènes. 

Le niveau de galectines -2,-3,-4 et -8 est supérieur dans le sérum de patients 

atteints d'un cancer du colon ou du sein comparativement aux personnes saines. Ces 

galectines pourraient favoriser l'adhésion des cellules cancéreuses à l'endothélium 

vasculaire (268). Au contraire, dans le cancer gastrique, une faible expression de 

galectine-2 est associée à l'agressivité et au développement de métastases aux ganglions 

(269). Dans le cancer colorectal, la galectine-4 est aussi faiblement exprimée. La 

surexpression de la galectine-4 induit d'ailleurs l'arrêt du cycle cellulaire et retarde la 

migration et la mobilité, alors que son abolition résulte en l'augmentation de la 

prolifération, de la migration et de la motilité cellulaire. L'expression de galectine-4 

module négativement les gènes ciblent de la voie Wnt (245). 
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La galectine-8 a aussi des propriétés pro-angiogéniques. Elle est exprimée dans le 

cytoplasme et le noyau des cellules endothéliales des vaisseaux sanguins normaux et 

associés aux tumeurs (270). Cette protéine régule la migration des cellules endothéliales et 

la formation de capillaires. L'injection de matrigel avec suppléments de galectine-8 ou 

VEGF induit l'angiogénèse in vivo. La galectine-8 est un ligand de CD166 (activated 

leukocyte cel/ adhesion molecule) dans les cellules endothéliales des vaisseaux normaux 

(270). 

1.3.3.3. La survie. 

Les cellules cancéreuses acquièrent souvent des propriétés de mobilité et de survie 

indépendantes des interactions cellule-cellule et cellule-matrice. Il a été démontré que la 

galectine-3 a un rôle à jouer à ce niveau. Cette protéine est exprimée dans plusieurs 

lymphomes B diffus et protège de l'apoptose induite par Fas dans les lymphomes B Raji et 

les lymphomes T Jurkat (103,212). Les fonctions de la galectine-3 dépendent aussi de sa 

localisation dans la cellule. Une expression élevée dans le cytoplasme corrèle avec un 

mauvais pronostique du cancer de la prostate et du mélanome, alors qu'une expression 

élevée dans le noyau corrèle avec une suppression tumorale du cancer de la prostate 

(106,271). De plus, une forte expression de galectine-3 dans les cellules de cancer de la 

prostate semble indiquer un stade précoce et à progression lente (243,272). La galectine-3 

peut être clivée par des protéases pendant la progression du cancer de la prostate et la 

lignée cellulaire de prostate PC3, qui exprime peu de galectine-3, démontre une 

diminution de la croissance tumorale dans un modèle de xénogreffe (241). La 

surexpression de la galectine-3 protège les cellules de cancer thyroïdiens et leucémiques 

de l'apoptose induite (273,274). La galectine-8 module la survie des cellules tumorales en 

se liant aux intégrines ~ {112). D'un autre côté, la galectine-9 a plutôt un effet néfaste sur 

la survie des cellules cancéreuses. Une étude suggère que la galectine-9 induit la 

différentiation des macrophages en plasmacytoïd dendritic cell-like macrophage, ce qui 

favorise l'activation des cellules NK (Natural kil/er) et permet par le fait même une 

prolongation de la survie des souris atteintes du cancer du poumon (275). De plus, 

l'utilisation de galectine-9 recombinante inhibe la croissance des cellules de myélomes 

dans un modèle de xénogreffe (276). 
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1.3.3.4. Invasion tumorale. 

Certaines galectines ont des fonctions promigratoires, ce qui met en évidence leur 

rôle potentiel lors de l'invasion tumorale. On retrouve d'ailleurs une forte expression des 

galectines-1, 3, 8 dans les parties invasives de xénogreffes de glioblastomes, ce qui est 

consistent avec leur implication dans l'invasion des astrocytes tumoraux (163). De plus, 

les galectines-1, -3 et -8 lient et activent les intégrines, qui jouent un rôle central dans la 

migration et l'invasion tumorale (125,128,130,154,158,189,198,277,278). La galectine-1 

augmente également l'expression de MMP-2 et -9 et réorganise le cytosquelette d'actine 

dans le cancer oral et l'adénocarcinome des poumons (279). Les MMP sont connues pour 

être impliquées dans la dégradation de la MEC, ce qui favorise l'invasion des cellules. 

Certaines galectines, dont la galectine-3, sont clivées par des MMP (241,280). De plus, la 

liaison des galectines-3 et -8 à MMP-9 porte à croire que l'interaction pourrait moduler 

l'attraction ou l'activation de MMP lors de la dégradation de la matrice extracellulaire 

(198,281-285). L'abolition de l'expression de la galectine-3 dans un modèle d'embryon du 

poisson zèbre diminue la migration cellulaire dans les vaisseaux (286). De plus, il a été 

démontré que l'activation de l'induction de l'expression de fascin-1 (actin hundling 

protein), de PAR-I (protease-activated receptor-1) ou de MMP-1 par la galectine-3 

permet d'augmenter la mobilité et l'invasion des cellules de cancers gastriques et de 

mélanomes (286-288). En fait, la galectine-3 peut interagir directement avec le facteur de 

transcription AP-l et ce complexe peut se lier au promoteur des gènes codant pour PAR-t 

ou MMP-1, ce qui active la transcription de ces gènes (286,288). 

1.3.3.5. Échappement du système immunitaire. 

Nous avons discuté précédemment (section 1.3.2) de la modulation du système 

immunitaire par les galectines. Les galectines peuvent être sécrétées par plusieurs cellules 

du système immunitaire et/ou par les cellules tumorales (289). Cela suggère un rôle 

important des galectines dans la réponse immune induite par l'hôte contre la tumeur. Par 

exemple, la galectine-1 inhibe l'activation des cellules T (290,291), induit l'arrêt et la 

croissance des cellules T activées (292) et supprime la sécrétion de cytokines pro­

inflammatoires (291 ,292). L'expression de galectine-1 par les cellules cancéreuses 

pourrait donc favoriser leur survie en diminuant sa reconnaissance par le système 
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immunitaire. Les galectines-1 et -3 sont aussi associées à l'apoptose des cellules T dans le 

cancer du poumon et du mélanome (293-295). La galectine-3 confère un privilège 

immunitaire aux cellules tumorales en affectant l'activation et la prolifération des cellules 

T, l'adhésion de ces cellules à la matrice extracellulaire, et régule les fonctions des 

monocytes et des macrophages (24, 183, 186,294,296). 

1.4 Potentiel thérapeutique. 

Les ga1ectines pourraient être ciblées dans une thérapie anti-cancéreuse en utilisant 

des ligands naturels, des composés basés sur la structure ou des composés qui ciblent les 

interactions protéines-protéines CRD-indépendantes (Annexe A). 

1.4.1. Ligands naturels. 

Les études sur l'inhibition des galectines sont basées principalement sur le ciblage 

du CRD en utilisant des ligands naturels ou des hydrates de carbone. Il a été démontré, in 

vitro, que le lactose inhibe la capacité de la galectine-7 à induire MMP-9 dans les cellules 

de lymphomes (297). Comme MMP-9 est impliqué dans la métastasie, cela suggère que 

lorsque la galectine-7 est bloquée au niveau de son CRD, la formation de métastases serait 

affectée. De plus, le thiodigalactoside a permis d'inhiber la galectine-1 dans un modèle 

expérimental murin de métastases aux poumons, ce qui permettait de diminuer les 

métastases (259). 

La pectine de citron modifiée (PCM}, développée par l'équipe d' Avraham Raz, est 

l'inhibiteur le plus connu des galectines. La PCM inhibe les métastases spontanées dans un 

modèle du cancer de la prostate (298), du sein et du colon (299), lorsqu'elle est administrée 

par voie orale. Ainsi, les auteurs ont démontré que cette pectine peut inhiber l'angiogénèse 

in vitro et in vivo en bloquant l'association de la galectine-3 avec son ligand. De plus, cet 

inhibiteur permet de réduire la sévérité d'une maladie aigue des reins (300). La pectine de 

citron est un polysaccharide hétérogène de haute masse moléculaire capable d'inhiber la 

liaison de la galectine-3 aux cellules HUVEC (299). Une nouvelle forme de PCM, 

nommée GCS-100, induit l'apoptose de cellules humaines de myélome multiple (301). De 

plus, ce composé a été approuvé pour des études cliniques de phase II sur la leucémie 
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lymphoïde chronique (http://www .medicalnewstoday.com/articles/11 0217 .php), ainsi que 

dans des études sur des patients atteints de lymphome B diffus (DLBCL) et d'autres 

maladies hématologiques 

(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00776802?temFdexamethasone&rank=20). 

1.4.2. Composés basés sur la structure. 

Certains inhibiteurs spécifiques à chacun des membres de la famille des galectines 

ont été découverts en se basant sur l'information de la structure tridimensionnelle 

déterminée à partir d'études cristallographiques des galectines (302,303) et sur les données 

d'affinité des divers ligands (304). Par exemple, le N-acetyllactosamine a été identifié 

comme un inhibiteur stable se liant in vitro aux galectines-1 et -3 (305,306). In vivo, 

l'inhibition de la galectine-1 par le N-acetyllactosamine attenue la croissance tumorale en 

augmentant l'activité des cellules du système immunitaire dans des modèles de 

mélanomes et de lymphomes. Cet effet est aboli par le peracetylated 4-fluoro­

glucosamine (4-F-GlcNAc), un inhibiteur de la biosynthèse N-acetyllactosamine (306). 

D'un autre côté, le remplacement d'une partie du N-acetyl glucosamine par un aglycon, 

qui n'est pas un hydrate de carbone, lui a permis d'être spécifique pour la galectine-7 

(307). Un test de compétition en phase solide a permis de démontrer que les 

glycodendrimères wedgelike, une structure multimérique contenant plusieurs molécules de 

lactoses, inhibent la fonction de liaison de la galectine-1 (308). Les amines lactuloses 

synthétiques (SLA) sont aussi des inhibiteurs spécifiques des galectines-1 et -3 (309,310). 

D'ailleurs, il existe trois sortes de SLA: 1) le N-lactulose-octamethylenediamine (LDO), 

2) le .N,N'-dilactulose-octamethylenediamine (D-LDO), et 3) le N,N'-dilactulose­

dodecamethylenediamine (D-LDD). In vitro, les molécules LDO et D-LDO inhibent la 

liaison des galectines-1 et -3 à une protéine hautement glycosylée exprimée à la surface 

des cellules T (309). D'un autre côté, le D-LDD interfère seulement avec la liaison de la 

galectine-1 (309). Cela indique qu'une certaine spécificité peut être obtenue. Récemment, 

il a été démontré que les inhibiteurs talosides, qui sont des épimères C2 du galactose, sont 

spécifiques aux galectines-1 et -3 (311). En ce qui a trait à la galectine-7, l'inhibiteur 

synthétique 2-0-benzylphosphate-galactoside est environ soixante fois plus efficace que le 

galactoside (312). 
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De petits pentapeptides basés sur le motif tyr-x-tyr de peptides glycomimétiques 

ont été identifiés par l'utilisation de librairie de phages. Ces peptides sont capables 

d'inhiber la liaison de plusieurs galectines (313,314). Par exemple, ces peptides inhibent la 

liaison de la galectine-3 aux glycoantigènes Thomsen-Friedenreich exprimés sur les 

cellules de carcinome (315). Le lactulosyl-L-Leucine (Lac-L-Lcu), un inhibiteur 

synthétique de la galectine-3, augmente la sensibilité à l'apoptose induite par le Taxol 

dans les cellules humaines de cancer du sein MDA-MB-435 (261 ). Cette même étude a 

démontré que la combinaison de cet inhibiteur avec le Taxol permettait d'éradiquer les 

métastases aux poumons dans 56% des animaux et d'inhiber significativement les 

métastases spontanées dans un modèle de souris nude (261). Le potentiel de l'inhibiteur 

Lac-L-Leu a aussi été démontré dans un modèle de cancer de la prostate, où il inhibe 

l'adhésion des cellules cancéreuses à l'endothélium de la moelle osseuse, l'agrégation 

homotypique et la migration transendothéliale (316). De plus, l'administration quotidienne 

de cet inhibiteur, chez les souris, diminue significativement les métastases (236). 

1.4.3. Composés qui ciblent les interactions protéines-protéines CRD-indépcndantes. 

Le développement de composés spécifiques aux galectines a surtout été basé sur le 

CRD. Cependant, l'activité nucléaire des galectines pourrait être indépendante de la 

reconnaissance des hydrates de carbone. Cette possibilité est supportée par une étude 

montrant que la galectine-1 et -3 se lient à des protéines nucléaires dans le complexe du 

spliceosome et sont impliqués dans l'épissage pre-ARNm (317). De plus, un mutant de la 

galectine-l déficient pour son activité de liaison au saccharide conserve sa fonction dans 

l'activité d'épissage et son association au facteur de transcription TFII-1 (318). Les 

galectines nucléaires, comme la galectine-3, peuvent être considérées comme des facteurs 

d'épissage qui peuvent interagir par des interactions protéine-protéine (319). La galectine-

7 n'a pas encore été associé avec cette fonction nucléaire. Par contre, il a été démontré que 

cette galectine pouvait se retrouver dans le cytoplasme et le noyau (320). De plus, la 

majorité des gènes modulés par la galectine-7 sont associés à des fonctions intracellulaires, 

comme 1' apoptose. 
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2. Galectinc-7. 

La galectine-7 a été identifiée en 1995 comme un marqueur de différenciation des 

kératinocytes (321 ). C'est en comparant le transcriptome de kératinocytes transformés par 

le virus SV40 (Simian Virus 40) et celui de kératinocytes primaires que Madsen et ses 

collègues découvrirent que l'expression de la galectine-7 était fortement diminuée dans les 

cellules cancéreuses. C'est grâce au séquençage, à la comparaison de séquence et à des 

études de liaisons aux ~-galactosides, que cette équipe a pu identifier cette protéine 

comme faisant partie de la famille des galectines. Une autre équipe, celle de Thierry 

Magnaldo en France a aussi démontré que la galectine-7 est une protéine fortement 

exprimée par les kératinocytes normaux (322). 

2.1. Structure et distribution. 

La galectine-7 est une protéine de 136 acides aminés avec une masse moléculaire 

d'environ 15 kDa (321 ,322). Cette protéine est non glycosylée et peut former des 

complexes avec le galactose, la galactosamine, le lactose et la N-acétyl-lactosamine 

(6,323,324). Elle fait partie du groupe proto-type et on peut la retrouver sous forme de 

monomère et d'homodimère (6,321 ,324,325). La topologie de la molécule de la galectine-

7 humaine consiste en un motif de «}elly roll » semblable aux galectines-1, -2 et -1 O. 

Seules quelques boucles sont différemment localisées entre les brins concaves et convexes 

des feuillets du ~-sandwich de ces différentes galectines (6). Contrairement aux autres 

galectines, il y a peu d'évidences expérimentales qui démontrent que la galectine-7 peut 

être sécrétée. D'ailleurs, tout comme les autres galectines, elle ne possède pas de peptide 

signal. Selon certains, la galectine-7 pourrait être sécrétée par les kératinocytes, mais pas 

par les cellules COS ou HeLa (cellules épithéliales cervicales humaines) transfectées avec 

le gène codant pour la galectine-7 (321 ,326). Dans les cellules HaCat et les cellules HeLa 

et DLD-1 transfectées avec la galectine-7, il a été démontré que cette protéine est surtout 

localisée au niveau du noyau (326). 
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La galectine-7 est exprimée de façon préférentielle dans les épithéliums squameux 

stratifiés de la peau (321 ,322). D'ailleurs, elle est exprimée dans toutes les couches de 

l'épiderme. Cependant, chez le fœtus, elle est présente en plus grande quantité au niveau 

de la couche basale (321) et chez l'adulte, elle est fortement exprimée dans la couche 

basale et suprabasale aux sites de contact cellule-cellule (327). En fait, chez les humains, 

souris et/ou rats adultes, la galectine-7 est exprimée au niveau des épithéliums stratifiés, 

soit dans la peau, l'œsophage, la cornée, la langue, les lèvres et les corpuscules de Hassal 

du thymus, ainsi que dans l'intima aortique (328,329). De plus, chez la souris, il a été 

démontré que la galectine-7 est aussi exprimée dans les cellules épithéliales de la trachée 

et des ovaires (325). 

2.2 . Régulation de l'expression. 

Les mécanismes de régulation transcriptionnels de la galectine-7 semblent 

hautement régulés puisque son expression est surtout restreinte aux épithéliums stratifiés 

en condition normale. Cependant, ces mécanismes sont peu connus. Par contre, il a été 

démontré que l'acide rétinoïque, un modulateur de la croissance cellulaire et de la 

différenciation des kératinocytes, diminue l'expression de la galectine-7 dans un modèle in 

vitro de reconstruction de l'épiderme (322). De plus, la galectine-7 est induite par la 

budesonide, un stéroïde glucocorticoïde, dans un modèle de réponse inflammatoire (330). 

Cette protéine est induite par un agent chimiothérapeutique, cis-diaminedichloroplatinum 

(CDDP), dans un modèle de cancer de la vessie (331 ). L'expression de galectine-7 

augmente aussi dans l'épiderme des souris transgéniques qui surexpriment IGF-1 (insulin­

/ike growthfactor) sous le contrôle du promoteur bovin de la kératine-S, ce qui mène à une 

hyperplasie et une hyperkératose qui s'atténuent avec l'âge (332). De plus, cette galectine 

est induite dans les cellules de carcinome du colon suite à leurs infections par un 

adénovirus exprimant la protéine p53, et ce sans lien avec l'apoptose (333). L'expression 

de la galectine-7 est aussi augmentée dans les souris transgéniques surexprimant la 

cyclooxygénase-2 (COX-2) dans l'épiderme (334). L'enzyme COX-2, qui convertie 

l'acide arachidonique en prostaglandine, n'est pas normalement exprimée dans l'épiderme 

normale, mais son expression augmente suite à l'exposition aigue ou chronique à des 

rayons UV-8 (334). L'irradiation UV-B des kératinocytes induit aussi l'expression de la 
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galectine-7 dans ces cellules (335). Une étude récente a démontré que la prostaglandine 

induit indirectement l'expression du gène ga/ectine-7 via l'augmentation de l'expression 

du gène COX-2 (336). Il a été démontré par comparaison des transcriptomes par matrice 

différencielle d'ADN, que la galectine-7, ainsi que plusieurs facteurs de transcription, tels 

EZH2 (enhancer of zest homolog-2), B-myb (Myb-related protein B) et reiB, sont 

surexprimés dans la cornée en cicatrisation (337). Notre laboratoire a aussi démontré que 

la méthylation est impliquée dans la régulation du gène de la galectine-7, puisqu'il peut 

être induit par un traitement avec un inhibiteur pharmacologique de la méthylation de 

l'ADN, le 5-Aza-dC (338). En comparant les promoteurs murin et humain du gène de la 

galectine-7, nous pouvons effectivement constater que ces promoteurs contiennent 

plusieurs dinucléotides CpG qui peuvent jouer un rôle dans les mécanismes de régulation 

épigénétiques. De plus, ces promoteurs possèdent une boîte TA TA située à proximité de 

deux sites de reconnaissance du facteur de transcription Sp 1 et plusieurs sites de 

reconnaissance pour les éléments Cre (cyclic AMP-response element) et AP-l. Une étude 

a révélé que le promoteur de la galectine-7 contenait des séquences spécifiques à la liaison 

de facteurs de transcription, tels AML-1, AP-I, C/EBPa et p, GATA-3, MZF-1, SP-1, 

PAX-2, STAT1. v-myb, p53 et NF-KB (50) (Figure 1.3). 
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Figure 1.3: Analyse in silico du promoteur du gène de la galectine-7 murin et 
humain. Analyse fonctionnelle de -2000 nucléotides en aval des sites théoriques 
d'initiation de la transcription (flèche) des promoteurs du gène de la galectine-7, A) murin 
et B) humain, établie à partir du programme informatique TFSEARCH (Searching 
Transcription factor Binding Site: www.cbrc.jp/research/dbffFSEARCH.html). 
L'identification des facteurs de transcription est basée sur la banque de données 
TRANSF AC. Les sites de liaisons des facteurs de transcription représentés par de larges 
lignes de couleurs ont une similitude de séquence supérieure à 85% avec les sites 
consensus. 
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2.3. Fonctions. 

La galcctine-7 est exprimée, en condition normale, dans les épithéliums stratifiés. 

Hors, les cellules de l'épithélium sont en renouvellement constant (339,340). Il a donc été 

suggéré que cette galectine pouvait avoir un rôle au niveau du renouvellement cellulaire 

des épithéliums, lors du développement et dans les tissus adultes. Les sections suivantes 

discutent en détailles études concernant ces différents rôles. 

2.3.1. Migration cellulaire. 

Les galectines sont bien connues pour leur capacité à se lier aux P-galactosides, ce 

qui leur permet de moduler efficacement les interactions cellule-cellule ou cellule-matrice 

(341 ,342). Il a été démontré que la galectine-7 est localisée au niveau des aires de contact 

cellule-cellule au niveau de l'épiderme (321). De plus, son expression diminue dans les 

kératinocytes transformées et indépendantes d'ancrage (321). L'expression de la galectine-

7 est également plus élevée aux sites d'interaction cellule-matrice au niveau de la cornée 

(343). Il a aussi été démontré que la galectine-7 a un rôle à jouer dans la migration des 

cellules épithéliales et la ré-épithélialisation de la cornée et/ou la réparation de l'épidem1e 

(344-346). D'ailleurs, les auteurs de ces études ont suggéré que l'interaction de la 

galectine-7 avec les glycoprotéines et glycolipides de surface cellulaire et de la matrice 

extracellulaire pouvait influencer la migration des cellules épithéliales. Étant donné que le 

processus de migration implique l'attachement et le détachement des cellules avec les 

cellules adjacentes et la matrice, la galectine-7 pourrait servir de « pont » afin de faciliter 

la cicatrisation. Une autre étude a suggéré que la galectine-7 favorise le détachement 

cellulaire, puisque la transfection de ce gène dans les cellules adhérentes de carcinomes 

squameux mène à une augmentation de cellules flottantes (335). De plus, Gendronneau et 

ses collègues ont démontré par des études in vitro que la galectine-7 est localisée sur les 

podosomes des kératinocytes en migration et colocalise avec la cortactin et les 

microtubules au front de migration de ces cellules (347). Les podosomes sont des 

structures contractiles riche en actines et sont impliqués dans le processus d'adhésion des 

cellules à un substrat solide initiant l'activité migratoire et l'invasion des tissus (348). 
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2.3.2. Prolifération. 

Lors du développement embryonnaire, l'expression de la galectinc-7 augmente 

progressivement lorsque les kératinocytes s'éloignent de la couche basale, cessent de 

proliférer et se différencient (327). Cette étude a permis de démontrer que lors du 

développement, il existe une relation inverse entre le niveau d'expression de la galectine-7 

et le taux de prolifération. Ce phénomène a aussi été confirmé dans les cellules de 

carcinomes squameux et les kératinocytes transformées ayant échappés aux mécanismes 

de contrôle de la prolifération. Dans ces cellules, la galectine-7 est inhibée (321 ,328). De 

plus, la galectine-7 est très faiblement exprimée dans les kératinocytes dans les cas de 

psoriasis, une maladie cutanée caractérisée par une hyperprolifération de ces cellules 

(322,328,349). Au contraire, son expression augmente dans les kératinocytes en arrêt de 

croissance, dans des conditions de cultures confluentes ou post-confluentes (34). Les 

cellules HeLa transfectées avec le gène codant pour la galectine-7 ont un taux de 

croissance légèrement diminué comparativement au témoin, mais le cycle cellulaire n'est 

pas affecté (326). Le même phénomène a été observé dans les cellules de carcinome du 

colon où la transfection du gène de la galectine-7 diminue significativement la croissance 

de ces cellules, in vitro et in vivo (350). De plus, 1 'addition exogène de galectine-7 inhibe 

la prolifération des cellules de neuroblastome, ce qui est bloqué par l'ajout de lactose 

(324). 

2.3.3. Apoptose. 

La galectine-7 a un rôle ambiguë au niveau de 1 'apoptose, puisque cette protéine 

peut avoir une fonction pro- ou anti-apoptotique. Dans les cellules de cancer colorectal, le 

gène de la galectine-7 a été identifié comme un des 14 transcrits induit par la 

surexpression de p53, une protéine ayant comme fonction principale de contrôler 

l'apoptose (333). Ceci suggérait que la galectine-7 serait associée à un rôle pro­

apoptotique. De plus, l'irradiation UVB de l'épiderme, menant à la stabilisation de p53, 

induit l'apoptose des kératinocytes ainsi que l'expression de la galectine-7 dans ces 

cellules (335). Le gène p53 semble important pour cette fonction, puisque la galectine-7 

n'est pas induite dans les cellules de carcinomes squameux ou de cancer de la vessie ayant 

des mutations au niveau du gène p53, lorsqu'elles sont irradiées ou traitées avec l'agent 
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chimiothérapcutiquc CDDP (cis-diamminedichloroplatinum) (331 ,335). Des études ont 

suggéré que la sm·expression de la galectine-7 dans les cellules HeLa peut sensibiliser ces 

cellules à l'apoptose induite par irradiation UV, l'actinomycine, l'étoposide, la 

camptothécinc et une combinaison de TNF-11 et de cycloheximide (351 ). La transfection 

du gène codant pour la galectine-7 dans les cellules de cancer du colon a permis 

d'augmenter l'activité caspase-3 et le clivage de PARP-1 (Po/y [ADP-ribose] polymerase 

-J) suite à l'induction de l'apoptose par l'actinomycine D (326). Une autre étude a 

démontré que Bcl-2, une protéine anti-apoptotique, est un ligand de la galectine-7 

(apparemment sans se lier via le CRD de la galectine-7) dans les cellules de carcinome du 

colon HCT116 (352). Cette interaction favoriserait la migration de la galectine-7 du 

cytoplasme vers les mitochondries et le relâchement de cytochrome c et de 

Smac/DIABLO suite à des signaux apoptotiques (352). Cette capacité à induire l'apoptose 

dans certains types de cellules cancéreuses n'est pas surprenante, étant donné que 

plusieurs galectines (ex : galectines-3, -8 et -9) possèdent cette même caractéristique (353-

356). 

D'un autre côté, cette protéine a aussi un rôle anti-apoptotique dans d'autres types 

cellulaires. Notre laboratoire a démontré que la surexpression de la galectine-7 dans une 

lignée cellulaire de cancer du sein murin diminue le clivage de PARP-1 suite à l'induction 

de l'apoptose par I'EGCG (Epigallocatechin-3-gallate) (320). De plus, les études 

associant la galectine-7 à la progression tumorale suggère aussi qu'elle aurait une fonction 

anti-apoptotique, par expemple dans les lymphomes murins (297). L'utilisation d'un 

modèle murin déficient en galectine-7 a permis de découvrir que la réponse apoptotique 

des cellules de l'épiderme suite à l'exposition aux UV était plus aigue et durait plus 

longtemps en absence de galectine-7 (22). Ce rôle ambigu de la galectine-7 dans 

l'apoptose n'est pas surprenant, puisque d'autres galectines, comme la galectine-3, 

peuvent avoir un rôle anti ou pro-apoptotique dépendamment du type cellulaire. 
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2.3.4. Interaction protéine-protéine. 

Comme d'autres galectines, la galectine-7 peut avoir une fonction intracellulaire 

aux niveaux des interactions protéine-protéine. Hormis son interaction avec Bcl-2 discutée 

précédemment, une autre étude a démontré que la galectine-7 agit comme un régulateur 

transcriptionnel qui empêche la stimulation du collagène de type I (COLlA) par le TGF-~ 

(transforming growth factor fi) et l'expression de PAI-l (inhibiteur de l'activateur du 

plasminogène 1) en réponse au facteur de croissance des hépatocytes (HGF) via une 

interaction protéine-protéine avec Smad3 (357). Les auteurs ont démontré que des antisens 

spécifiques à la galectine-7 inhibent l'exportation nucléaire de Smad3 induit par HGF. 

Smad3 est un facteur de transcription lié à la cascade de signalisation de TGF-~. Dans le 

cancer, il agit comme un suppresseur de tumeurs et régule l'expression de plusieurs gènes, 

tels COLIA2 et PAI-l (357). 

3. Galectinc-7 et cancer. 

Tout comme les autres galectines, la galectine-7 a des fonctions qui peuvent être 

favorables ou défavorables aux cellules. Il en est de même dans le cancer. C'est-à-dire que 

la galectine-7 peut avoir un rôle anti- ou pro-tumorale dépendamment du type de cancer 

(Tableau 1.1). 

3.1. Propriétés anti-tumorales. 

L'équipe de Madsen et ses collègues ont été les premiers à attribuer à la galectine-7 

un rôle dans le cancer. Ils ont démontré que son expression était diminuée dans les 

kératinocytes transformées (321). De plus, il a été démontré in vitro que la liaison de la 

galectine-7 aux gangliosides GMl à la surface des cellules de neuroblastome inhibait leur 

prolifération (324). La surexpression de la galectine-7 a aussi un rôle anti-tumoral dans le 

cancer du colon, tel que démontré par un modèle de tumorigénèse in vitro, puisque cette 

surexpression avait pour effet de diminuer la division cellulaire et la croissance 

indépendante d'ancrage sur agar mou (350). De plus, l'équipe de Matsui a démontré que 

l'expression de la galectine-7 est significativement plus faible dans les cellules du cancer 

de la vessie en comparaison à l'urothélium normal (331). Cette équipe a aussi démontré 

que la transfection de galectine-7 dans une lignée cellulaire de cancer de la vessie permet 
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d'augmenter la susceptibilité à l'apoptose induite par l'agent chimiothérapcutique CDDP, 

in vitro (331 ). De plus, la galectine-7 est surexprimée dans les cancers cervicaux humains 

qui sont sensibles aux traitements de chimiothérapie et de radiothérapie combinés, 

comparativement aux cancers cervicaux qui sont résistants à ces traitements (358). 

3.2. Propriétés pro-tumorales. 

Il a été démontré que 1 'ARN rn codant pour la galectine-7 était sm·exprimé dans les 

tumeurs mammaires induites chimiquement pour activer H-Ras chez le rat (359). Dans 

cette étude, l'expression de la galectine-7 était restreinte au tissu mammaire et n'était pas 

détectée dans les autres tissus examinés chez le rat adulte, ce qui était la première 

indication que la galectine-7 pouvait être associée avec la progression tumorale. Par la 

suite, il a été découvert que l'expression de galectine-7 était anormalement élevée dans les 

carcinomes thyroïdiens (360). Une expression élevée de galectine-7 est aussi associée à un 

mauvais pronostique de carcinome de cellules squameuses de l'hypopharynx de stade IV, 

de cancers agressifs de l'œsophage et de la langue (361-363). Notre laboratoire a démontré 

que la galectine-7 est constitutivement exprimée dans les lymphomes agressifs murins 

(297,338) et ce11ains types de lymphomes et leucémies humaines à cellules B et T, tels les 

leucémies lymphoïdes chroniques et les lymphomes folliculaires (364). Par comparaison, 

l'expression de la galectine-7 n'est pas détectable dans les lymphocytes B et T normaux 

(364). Bien que plusieurs types de cancers expriment de hauts niveaux de galectine-7, cela 

ne prouve toutefois pas que cette protéine soit associée à la progression tumorale. 

Cependant, l'utilisation d'un modèle expérimental murin a permis à notre laboratoire de 

démontrer que la surexpression de la galectine-7 dans des cellules de lymphome non 

agressives augmentait le nombre de métastases dans le foie et les reins, comparativement 

aux cellules de lymphome témoins (297). De plus, l'expression de la galectine-7 permet 

d'outrepasser la résistance intrinsèque des souris icam-1-déficientes à la dissémination des 

lymphomes (365). D'ailleurs, l'utilisation d'antisens contre la galectine-7 dans les cellules 

de lymphomes agressifs permet d'augmenter la survie des souris en réduisant le potentiel 

métastatique de ces cellules (364 ). De même, la surexpression de la galectine-7 dans des 

cellules du cancer du sein augmente leur capacité à former des métastases osseuses et 

pulmonaires (320). Ce rôle est consistent avec sa surexpression dans les lignées murines 
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agressives du cancer du sein et de son expression exclusive dans les sous-types agressifs 

(Her-2-positif et basal-like) chez l'humain (324). De plus, la transfcction du gène codant 

pour la galectine-7 dans les cellules épithéliales cervicales humaines (HeLa) augmente la 

capacité d'invasion de ces cellules dans un modèle d'invasion sur matrigel (366), ce qui 

diffère du rôle de la galectine-7 au niveau de la sensibilité des carcinomes cervicaux aux 

traitements chimio et radiothérapeutique (358). Cette différence pouJTait s'expliquer par le 

type de modèle utilisé. Récemment, les résultats préliminaires de Tagaki et ses collègues 

suggéraient que l'expression de la galectine-7 au niveau de la matrice entourant un cancer 

de l'oreille (cholestéatome) pourrait servir de marqueur et faciliterait le retrait complet de 

la tumeur (367). Cependant, le rôle de la galectine-7 dans ce type de cancer n'est pas 

encore connu. 

3.3. Lien avec MMP-9. 

Plusieurs études ont démontré qu'il y a une corrélation positive entre la galcctine-7 

ct MMP-9 dans plusieurs types de cancers. Notre laboratoire a démontré que la 

transfection d'antiscns contre la galcctinc-7 inhibait l'expression de MMP-9 dans les 

cellules de lymphomes agressifs (297). De plus, il a été proposé que le caractère agressif 

conféré aux cellules épithéliales cervicales humaines (HeLa) par la surexpression de 

galectine-7 serait aussi relié à la surexpression de MMP-9 (297,366). Cette induction de 

MMP-9 par la galectine-7 dans les cellules HeLa se ferait via l'activation p38 MAPK. De 

plus, une analyse quantitative morphométrique du marquage immunohistochimique a 

permis de démontrer une corrélation positive entre ces deux protéines dans les cellules de 

carcinome du larynx humain (368). Ainsi, l'agressivité des cellules cancéreuses conférée 

par la galectine-7 pourrait être modulée par l'induction de l'expression de MMP-9. 
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Tableau 1.1: La galectine-7 a des fonctions pro- ou anti-tumorales dépendammcnt du 

type de cancer. 

An ti-tumorale Pro-tumorale 

Kératinocytes transformés (32 1) Carcinome mammaire induit 
chimiquement (359) 

Neuroblastome (324) 
Cancer du sein murin et humain (320) 

Cancer du colon (350) 

Carcinome thyroïdien (360) 
Cancer de la vessie (33 1) 

Cancer agressif de l'hypopharynx (369) 

Cancer cervical (358) 
Cancer agressif de l'œsophage (362) 

Cancer agressif de la langue (363) 

Cellules HeLa (366) 

Lymphome murin agressif (297) 

Lymphomes et leucémies humaines (364) 
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4. Métalloprotéase de la matrice-9 (MMP-9). 

La famille des métalloprotéases de la matrice (MMP) est composée d'au moins 25 

membres (370). Les MMP sont des endopeptidases dépendantes du zinc qui ont la capacité 

de dégrader pratiquement toutes les composantes de la matrice extracellulaire (MEC) 

(371). Les MMP peuvent être classées en six sous-groupes selon leur homologie 

structurale, soit les collagénases (MM P-l, -8 et -13), les gélatinases (MMP-2 et -9), les 

stromélysines (MMP-3 et -1 0), les matrilysines (MMP-7 et -26), les MMP de type 

membranaire (MMP-14, -15, -16, -17, -24 et -25) et les autres MMP (MMP-12, -19, -20, -

23 et -28) (372). 

4.1. Structure et distribution. 

Tous les membres des MMP sont structurellement similaires. Ils possèdent tous un 

peptide signal, qui dirige les MMP vers la voie de sécrétion classique, un domaine 

catalytique dépendant du zinc et un pro-domaine (373). Lorsque la protéine est dans la 

forme inactive, le pro-domaine est replié sur le domaine catalytique par une liaison entre 

un résidu cystéine du pro-domaine et l'atome de zinc du domaine catalytique (374). Le 

clivage protéolytique du pro-domaine rend le domaine catalytique accessible, rendant 

l'enzyme active au niveau protéolytique. La protéine MMP-9 sous forme latente fait 

92kDa. Comme la majorité des autres MMP, MMP-9 possède aussi une région charnière 

riche en proline et un domaine hémopexine à l'extrémité carboxy-terminale qui régule la 

spécificité de ses substrats (375). MMP-9, tout comme MMP-2, fait partie du groupe des 

gélatinases qui se différencient des autres par une insertion de trois domaines d'homologie 

avec la fibronectine de type II dans le domaine catalytique, ce qui leur confère un pouvoir 

catalytique particulier pour certains substrats (gélatine (collagène dénaturé), collagènes de 

type 1, Il, IV, V, VII et X, élastine, acides gras, thrombospondine, fibronectine et 

laminine) (376). (Figure 1.4). 

En condition normale, MMP-9 est exprimée dans les ostéoclastes des os, dans la 

moelle osseuse et le thymus (377-380); elle est faiblement exprimée dans les autres tissus 

normaux. Cependant, son expression peut être induite dans plusieurs types cellulaires, 

dont la majorité des cellules du système immunitaire suite à l'exposition à différents 
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stimuli. On peut alors retrouver MMP-9 dans les macrophages, éosinophiles, mastocytes, 

lymphocytes, cellules NK, cellules dendritiques, cellules épithéliales et endothéliales, 

fibroblastes et cellules musculaires lisses (381-390). 

Figure 1.4 : Structure de MMP-9. 
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La séquence régulatrice du promoteur du gène mmp-9, situées entre + 1 et -670 

nucléotides, comprend plusieurs sites de liaison pour les facteurs de transcription AP-l, 

AP-2, (PEA)3/E-Twenty-six (Ets), NF-KB, SPl et EGR-1 (Figure 1.5) et ils sont 

conservés chez l'homme, le rat et la souris (391-393). Le site AP-l est important au niveau 

de l'induction transcriptionnelle de MMP-9, puisque lorsqu'il est muté, l'induction de 

l'expression de MMP-9 par le TNFa est complètement inhibée (394). Cependant, 

l'induction maximale de l'expression de MMP-9 via AP- l requiert la coopération des 

facteurs de transcription SPI et NF-KB (391). En ce qui a trait au site AP-2, il est 

principalement associé à l'expression de MMP-9 dans les kératinocytes (395). Le site NF­

KB régule la réponse à I'IL-Ip, au Bcl-2, à KiSS-1 et à certaines combinaisons 

synergiques de cytokines et de facteurs de croissance (396-398). Les sites PEA3 

(GGAGAGGEEG) permettent la liaison des facteurs de transcription de type ETS (ex: 

ETSI, ETS2, EGR, ELKI et ELK2) et agiraient comme un activateur sur l' expression 

basale de MMP-9 en synergie avec d'autres facteurs de transcription comme NF-KB (-600 

nucléotides), SPI (-563 nucléotides) et AP-l (-79 nucléotides) (399,400). De plus, il a été 

démontré que les sites PEA3 (-540 nucléotides) et AP- l (-533 nucléotides) augmentent 

l' activité transcriptionnelle de MMP-9 dans tes cellules humaines de cancer du sein suite à 

l'induction par l' EGF (401). 
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Le facteur de transcription EGR-1 (early growth response protein 1), contenant un 

motif structural en forme de «doigt de zinc », peut se lier à la séquence 5'-

0GCGGOGC0-3' localisé entre les nucléotides -553 et -589 dans le promoteur du gène 

mmp-9 humain (393). Donc, les sites de liaison pour les facteurs de transcription EOR-1 

et SP 1 se chevauchent. EOR-1 peut être exprimé par plusieurs types cellulaires, comme les 

cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses, les fibroblastes et les leucocytes 

(402,403). L'expression de EOR-1 est induite rapidement, mais de façon transitoire, par 

plusieurs facteurs de croissance et cytokines, comme TNFa, EGF, FGFa, FGF~ et PDGF­

~ (404-412). Notre laboratoire a démontré que l'expression du gène EGR-1 est induite 

dans les cellules stromales suite au contact avec des cellules de lymphome, ce qui est 

médiée par le facteur de croissance épidermique (EOF) (412). De plus, l'induction de 

EGR-1 par EOF inhibe l'expression de MMP-9 et diminue la croissance de lymphome 

thymique (412). Ces résultats ont suggéré que la compétition entre EOR-1 et SPI pouvait 

affecter la transcription du gène mmp-9. De plus, une autre étude a démontré que la liaison 

des facteurs de transcription AP-l, NF-kB et EGR-1 est essentielle à l'induction maximale 

de la transcription du gène mmp-9 par le TNF-a (393). En fait, EOR-1 peut avoir des 

fonctions pro- ou anti-tumorales dépendamment du type de cancer. D'un côté, EOR-1 peut 

augmenter l'expression de plusieurs gènes jouant un rôle dans la tumorigénèse, comme 

IGF-11 (insulin-like growthfactor-11) et VEGF (413-415). De plus, l'inhibition de EGR-1 

par ARN interférence affecte négativement l'invasion des cellules HeLa (393). D'autres 

études ont démontré que EGR-1 inhibe l'apoptose et augmente la croissance des cellules 

tumorales (416-418). La progression du cancer de la prostate et du sein est 

significativement diminuée dans les souris EGR-1-déficientes et par l'utilisation des 

DNAzymes spécifiques pour EGR-1 (419). D'un autre côté, EGR-1 diminue la croissance 

de fibrosarcomes en induisant TGF-~ (420) et une expression soutenue d'EGR-1 dans les 

cellules endothéliales bloque l'angiogénèse et réprime la croissance tumorale (421). 

La méthylation de l'ADN est aussi impliquée dans la régulation de l'expression de 

MMP-9. Chicoine et ses collègues ont démontré que le traitement à la 5'-aza-Cdr 

permettait d'induire l'expression de MMP-9 dans une lignée cellulaire de lymphome qui 

n'exprime pas constitutivement cette protéine. Ils ont d'ailleurs identifié un site SPI (-615 
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nucléotides) déméthylé dans ces cellules traitées à la 5' -aza-Cdr suite à un traitement au 

bisulfite et au séquençage de ce promoteur ( 422). De plus, le traitement à la 5 '-aza-Cdr 

induit aussi l'expression de MMP-9 dans les cellules de cancer de pancréas et de 

mélanome et augmente les métastases aux poumons ( 423-425). 

Figure 1.5 : Sites de liaison pour les facteurs de transcription dans le promoteur du 

gène mmp-9 murin. 

EGR-1 
NF-k.B ETS ETS SP1 

SP1 SP1 APl APl TATA 

-615 -600 -558 -533 -79 -29 
-540 

4.2.1.1 Régulateurs de la transcription. 

L'expression de MMP-9 peut être modulée par des cytokines (ex: IL-l, TNFa, IL-

2, IL-4, TGFp), des facteurs de croissance (ex: EGF, PDGF, bFGF), des esters de 

phorbol, comme le PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate) et par l'activation de 

récepteurs suite à des interactions cellule-cellule ou cellule-matrice (401 ,426) (Tableau 

1.2). L'adhésion ferme cellule-cellule, principalement avec les cellules endothéliales, 

induit la production de MMP-9 dans plusieurs types cellulaires, comme les monocytes, les 

mastocytes et les lymphocytes T via l'interaction ICAM-1 1 LFA-1, ce qui induit les 

MAPK (390,427,428). La liaison entre les monocytes et les lymphocytes via l'interaction 

CD40 1 CD40L induit aussi la production de MMP-9 (429). La liaison des cellules aux 

composantes de la matrice peut se faire via les intégrines. Par exemple, les intégrines ap 

reconnaissent la séquence Arginine-Glycine-Asparagine de la fibronectine (430). De plus, 

la surexpression des sous-unités p6, aMP2 ou a3p 1 des intégrines augmente 

significativement l'expression de MMP-9 dans les cellules (431,432). L'intégrine a3pl 

serait aussi responsable du maintien de la production de MMP-9 dans les cellules 

épithéliales transformées et les carcinomes mammaires (433,434) . 
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4.2.1.2. Voies de signalisation. 

Étant donné que MMP-9 peut être induit par plusieurs facteurs, cela suggère que 

plusieurs voies de signalisations peuvent être impliquées. En fait, les inducteurs de 

différentes classes peuvent agir en synergie. Par exemple, l'induction de l'expression de 

MMP-9 par le PDGF et le TNFa dans les fibroblastes humains permet d'induire, 

respectivement, l'expression d'AP-l et de relâcher NF-KB au noyau. Ainsi, la présence de 

ces deux facteurs de transcription augmente de façon marquée l'expression de MMP-9 

(435). 

Les protéines kinases C (PKC), classiques et atypiques, sont impliquées dans 

l'induction de l'expression de MMP-9 en libérant NF-KB. Les PKC classiques (PKCa, ~1, 

~II et y) sont activées par le calcium, le diacylglycérol (DAG) et les esters de phorbol 

(analogues synthétiques du diacylglycérol) (401). Ces derniers induisent l'activation des 

PKC et la voie de signalisation des MAPK et requièrent la présence de plusieurs facteurs 

de transcription, comme AP-l, NF-KB, SP 1 et ETS ( 401 ,436). Par exemple, PKC~ joue un 

rôle important dans l'induction de l'expression de MMP-9 par le PMA dans certaines 

lignées cellulaires de leucémies myéloïdes (437). Contrairement au PKC classiques, les 

PKC atypiques (PKCÇ et PKCÂ. chez l'humain 1 PKCt chez la souris) sont insensibles au 

calcium et au diacylglycérol. La PKCÇ est associée à l'activation de NF-KB, en 

phosphorylant IKB-a (438,439). De plus, l'oncogène Ras agirait sur la PKCÇ afin d'activer 

le NF-KB dans les cellules néoplasiques (439). Cette PKC atypique est aussi la seule ·oie 

impliquée dans l'expression de MMP-9 via NF-KB dans les cellules gliales lors de leur 

stimulation à l'IL-l ou au TNF-a (440). 

Les MAPK (mitogen-activated protein kinases) sont aussJ impliquées dans 

l'induction de l'expression de MMP-9. Ces protéines peuvent être activées par des 

cytokines, des facteurs de croissance, des agents mitogènes, des hormones, le stress ou 

l'inflammation (441). Toutefois, les résidus tyrosine et thréonine des MAPK doivent être 

phosphorylés par des MAPK kinases (MAPKK) spécifiques afin que ces protéines soient 

activées et transportées au noyau, où elles peuvent à leur tour activer des facteurs de 

transcription en les phosphorylant (442). Il existe trois voies de signalisation différente 
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pour les MAPK, soit la voie classique, la voie JNK/SAPK et p38. La voie classique est 

régulée par certains signaux extracellulaires (ex : facteurs de croissance ct esters de 

phorbol) et passe par ERKI/2 (Extrace/lular Regulated Kinase), alors que la voie 

JNK/SAPK est surtout induite suite a un stress métabolique et implique la protéine SAPK 

(stress-activated protein kinase) (401). Une étude a démontré que la voie ERKI/2 serait 

impliquée dans l'induction de l'expression de MMP-9 dans les cellules endothéliales suite 

à une stimulation au TNFa (436). Il a été démontré que certains facteurs de croissance, 

comme I'EGF, peuvent induire l'expression de MMP-9 en passant par les récepteurs 

tyrosine kinase (RTK), ce qui implique souvent les voies ERKl/2 et JNK (443,444). De 

plus, l'expression de MMP-9 dans les cellules tumorales de carcinome de la tête et du cou 

sc ferait principalement via la voie ERKI (445). Il a aussi été démontré que l'IL-l~ et le 

TNFa induisent l'expression de MMP-9 via les MAPK des voies JNK/SAPK et p38, 

menant à la liaison des facteurs nucléaires NF-KB et AP-l (446). La voie p38 et ERKI/2 a 

un rôle à jouer dans l'induction de l'expression de MMP-9 dans certaines lignées 

cellulaires de carcinome épithéliale suite à la stimulation au TNFa et TGF~ (447). 

4.2.2. Régulation post-traductionnelle. 

4.2.2.1 Activation de la protéine MMP-9. 

Les formes inactives (proMMP-9) et actives (MMP-9) ne possèdent pas la même 

affinité de liaison à leur substrat (448). L'ablation par clivage du pro-domaine de la 

proMMP-9 permet d'activer MMP-9 (449). Ce clivage peut se produire par la trypsine, la 

cathepsine G, la chymase, la plasmine et les MMP-1, -2, -3, -7, -9, 13, -26 ( 450,451 ). La 

plasmine dérive du clivage du plasminogène par uPA (urokinase plasminogen activa/or) 

(451). La protéine MMP-9 peut aussi être activée par l'acide hypochlorique dans les 

neutrophiles ( 426). 

4.2.2.2 Inhibiteurs. 

L'activité enzymatique de MMP-9 peut être inhibée par des inhibiteurs non­

spécifiques, comme l'a2-macroglobuline (452) (Tableau 1.2). L'a2-macroglobuline est 

un inhibiteur irréversible. Lorsque ces domaines « bail »sont clivés par des endoprotéases, 

comme MMP-9, cela cause un changement au niveau de sa conformation, ce qui lui 
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permet de capturer l'endoprotéase (453). Le complexe u2-macroglobuline/MMP-9 se lie 

alors au récepteur LDL-RP (low density lipoprotein receptor-related protein) avant d'être 

internalisé et dégradé (454). 

La MMP-9 peut aussi être inhibée par des inhibiteurs spécifiques, comme TIMP 

(Tissue inhibitors of Metalloproteases)-l et TIMP-3 (Tableau 1.2). Ces TIMP naturels se 

lient au domaine catalytique et hémopexine de façon réversible (455). TIMP-1 est 

l'inhibiteur qui possède la plus grande affinité pour MMP-9 (456). De plus, ces protéines 

sont souvent induites en même temps, une façon de réguler finement l'activité 

protéolytique de MMP-9 in vivo (457). 

4.2.2.3 Glycosylation. 

De plus, la glycosylation peut aussi réguler l'expression de MMP-9 en modulant la 

capacité de TIMP-1 à se lier à MMP-9 et celle de MMP-9 à lier ses substrats (458). En 

fait, il existe trois sites de glycosylation (N-linked glycans) sur la protéine MMP-9, dont 

un est situé dans le pro-domaine et deux sont situés dans le domaine catalytique (401). 

Donc, l'activité catalytique de MMP-9 dépend de l'équilibre entre ses inhibiteurs et ses 

activateurs. 

Tableau 1.2 : Facteurs qui régulent l'expression de MMP-9. 

Inducteurs Suppresseurs 

PDGF, EGF, FGFp, FGF3, GM-CSF, 

HGF, IGF, TGFu, TGFp, VEGF, IFNu, 

IFNp, IL-lu, IL-1p, IL-3, IL-8, IL-13, IL-

15, IL-17, TNFu, TNFp, MCP-1, MIP-lu, TGFp1, TGFp2, IFNy, IL-4, 1L-6, 11-10, 
MIP-1 p, RANTES, LPS, PMA élastine, TIMP, u2-macroglobuline 

Contact cellule-cellule 

Contact cellule-MEC 
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4.3. Fonctions physiologiques. 

La MMP-9 est importante dans plusieurs processus biologiques, comme le 

développement embryonnaire, la morphogénèse, la reproduction et le remodelage 

tissulaire (426). La MMP-9 exerce des fonctions régulatrices sur l'homéostasie des tissus 

en libérant des peptides-signaux et des facteurs de croissance lors de la dégradation de la 

matrice extracellulaire, mais aussi en activant des cytokines, des facteurs de croissance et 

des chimiokines (459-461). 

4.3.1. Dégradation de la MEC et fonction pro-inflammatoire. 

L'enzyme MMP-9, comme les autres MMP, est principalement impliquée lors de 

la dégradation et du remodelage de la MEC. 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 et de ligand pour les facteurs de croissance et cytokines. C'est une 

matrice hétémgène de 50 à 200 mm d'épaisseur comprenant plusieurs protéines, comme le 

collagène de type IV, la laminine, le perlecan et l'entactine (372). D'ailleurs, la majorité 

des substrats de MMP-9 sont des protéines présentes dans la MEC (Tableau 1.3). En plus 

de dégrader la MEC, MMP-9 peut aussi cliver des molécules d'adhésion, des chimiokines, 

des cytokines et des facteurs de croissance. MMP-9 peut cliver la galectine-3, entre le 

CRD et le domaine terminal, ce qui affecte sa capacité d'homodimérisation (128,285). Le 

clivage du précurseur de l'IL-l~ et l'IL-8 mène à leur activation (461,462). La MMP-9 a 

donc une fonction pro-inflammatoire en favorisant la libération et l'activation de cytokines 

et de facteurs de croissance, ce qui permet le recrutement de cellules du système 

immunitaire (463). 
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Tableau 1.3 : Substrats de MMP-9. 

Protéines de la matrice extracellulaire Autres protéines 

a 1-antitrypsine, galectine-3, MBP (mye/in 

Gélatine, collagène (1, IV, V, VII, X, Xl, basic protein), plasminogène, pro-TNF-a, 

XVII), élastine, fibronectine, laminine, pro-IL-la, pro-lL-8, IL-2Ra, amyloid B, 

aggrecan, entactine, ostéonectine, FGF-Rl, GROa, CTAP-IIl, Pro-TGF~I, 

vitronectine, hyaluronidase treated CXCL2, ET-1, TFP-1, ICAM, al-Pl, 

versican, casein a2-macroglobuline , 

pro-MMP-2, pro-MMP-13 

4.3.2. Chimiotaxie et migration. 

La MMP-9 a un rôle dans la chimiotaxie et la migration des cellules du système 

immunitaire (464). Par exemple, lorsque I'IL-8 est induite par une infection, cela entraîne 

la chimiotaxie et l'activation des neutrophiles qui vont sécréter MMP-9. Par la suite, le 

clivage de I'IL-8 par MMP-9 rend cette cytokine plus active, ce qui favorise 

l'amplification de la chimiotaxie des neutrophiles et de la réponse immunitaire (465). Des 

études in vitro ont démontré que la présence de MMP-9 était nécessaire à la migration de 

plusieurs cellules du système immunitaire à travers le matrigel (466-468). Cette protéine 

est aussi impliquée dans la migration des cellules basales suite à une blessure de la trachée 

et lors de bronchiolisation alvéolaire (469,470). L'interaction entre MMP-9 et CD44 

(récepteur transmembranaire) favorise la migration cellulaire (471,472). En fait, MMP-9 

peut favoriser la migration des cellules en dégradant la MEC, en dégradant les liaisons 

cellule-cellule ou cellule-matrice et en libérant des facteurs de croissance. La MMP-9 est 

également impliquée dans la régénération des tissus suite à une ischémie (diminution de 

l'apport sanguin), puisqu'elle induit le recrutement des neutrophiles aux sites 

d'inflammation (473). En fait, la régénération des tissus dépend surtout de la 

néovascularisation (formation de nouveaux vaisseaux sanguins). Les cellules de la moelle 

osseuse, en particulier les neutrophiles, contribuent à la néovascularisation en produisant 

des facteurs de croissance angiogénique (ex: VEGF) et des protéases (473). 
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4.3.3. Rôle dans le développement squelettique et l'angiogénèse. 

Il a été démontré grâce au développement de souris déficientes en MMP-9 que 

cette enzyme n'est pas nécessaire à la survie (474). Cependant, étant donné que ces souris 

ont une vascularisation et une ossification retardée, cela suggère que MMP-9 serait 

impliquée dans le développement squelettique, probablement via le processus 

d'angiogénèse (474). D'ailleurs, MMP-9 peut cliver et activer la majorité des isoformes de 

VEGF ( Vasc:ular endothelial growth factor) en les libérant de la MEC, ce qui favorise le 

recrutement et l'invasion des cellules endothéliales et modifie le motif de 

néovascularisation en augmentant la grosseur des vaisseaux sanguins (475,476). Il a aussi 

été démontré que le recrutement de précurseurs de cellules endothéliales et l'angiogénèse 

sont retardés dans les souris déficientes en MMP-9 (477). De plus, l'expression de MMP-9 

par les macrophages suite à une ischémie favorise la guérison du tissu suite à l'activation 

de c-kit (478). 

4.3.4. Reproduction. 

MMP-9 aurait un rôle à jouer au niveau de la reproduction, puisque l'absence de 

MMP-9 diminue légèrement la fertilité (479). En fait, les souris déficientes en MMP-9 

donnent naissance à beaucoup moins de souris que les souris témoins. D'autres études ont 

suggéré que MMP-9 pouvait intervenir à différentes étapes du cycle de reproduction des 

souris femelles, comme au niveau du cycle menstruel, de l'ovulation, de l'implantation et 

des glandes mammaires après la lactation ( 480-482). 

4.4. Fonctions pathologiques. 

Étant donné son profil d'expression et ses diverses fonctions, il n'est pas étonnant 

que MMP-9 puisse jouer un rôle dans plusieurs processus pathologiques, comme 

l'inflammation, les maladies auto-immunes, cardiovasculaires et pulmonaires, ainsi que le 

cancer (426). MMP-9 est impliqué dans plusieurs maladies auto-immunes, comme le lupus 

érythémateux, le syndrome Sjogren, la sclérose systémique et multiple, l'arthrite 

rhumatoïde, la polymyositis et l'athérosclérose (426). Une autre équipe a suggéré que 

MMP-9 est impliquée dans le développement du système immunitaire, car les souris 

déficientes en MMP-9 sont résistantes à l'encéphalomyélite auto-immune expérimentale 
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chez les jeunes souris (483). Ce rôle dans les maladies dégénératives est aussi retrouvé 

dans l'arthrite rhumatoïde, caractérisée par de l'inflammation systémique et la dégradation 

des tissus au niveau des jointures. La dégradation du cartilage articulaire est connue pour 

être causée par l'augmentation de l'activité protéolytique (484). Hors, il a été démontré 

que le niveau de MMP-9 est plus élevé dans le sérum des patients atteints d'arthrite 

rhumatoïde (485,486). MMP-9 favoriserait l'inflammation en détruisant des tissus, en 

générant des signaux inflammatoires ou en recrutant des cellules inflammatoires (487). Il a 

été suggéré que la dégradation du collagène de type 4 par MMP-9 permettrait l'invasion 

des cellules immunitaires (incluant les cellules T) aux tissus atteints (426). Il serait aussi 

possible que des néo-épitopes soient produits suite au clivage de protéines par MMP-9 et 

ceux-ci pourraient induire une réponse immunitaire qui génèrerait la pathologie ( 426). 

4.5. Implication dans le cancer. 

Plusieurs études, utilisant la surexpression ou la suppression de MMP-9 dans les 

cellules tumorales ou péritumorales ont confirmé son rôle dans le développement tumoral et 

la métastasie, entre autre dans les gliomes, les carcinomes cervicaux, les cancers du 

poumon, et les lymphomes ( 488-496) (Figure 1.6). Cependant, MMP-9 peut aussi avoir un 

rôle anti-tumoral (Tableau 1.4). 

4.5.1. Angiogénèse. 

La protéine MMP-9 peut avoir un rôle pro- ou anti-angiogénique. Tels que discuté 

précédemment (section 4.3.3), MMP-9 peut favoriser la progression tumorale en libérant 

VEGF contenu dans la MEC (475). De plus, MMP-9 peut activer la cytokine pro­

angiogénique et pro-inflammatoire IL-8 (497). Une étude sur le développement de 

neuroblastomes a démontré que les micro-vaisseaux dans les souris déficientes en MMP-9 

étaient significativement plus petits que dans les souris témoins (498). Ces auteurs ont 

aussi démontré que MMP-9 joue un rôle important dans le recrutement des péricytes au 

niveau des cellules endothéliales des vaisseaux sanguins. D'un autre côté, MMP-9 peut 

aussi avoir un rôle anti-angiogénique en générant des inhibiteurs d'angiogénèse, comme 

l'angiostatine et le tumstatine. L'angiostatine est produite par le clivage du plasminogène 

par MMP-9 (499), mais aussi par MMP-12, MMP-3, MMP-2 et MMP-7 (499-503). Le 
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tumstatine est un fragment de la chaîne a3 du collagène de type IV produit suite au clivage 

par MMP-9 (460). L'effet suppresseur du tumstatine requiert la liaison à l'intégrine aVp3 

au niveau des cellules endothéliales et est associé à l'inhibition de la synthèse protéique 

médiée par mTOR (504,505). 

4.5.2. Invasion, migration, extravasation. 

La MMP-9 joue un rôle dans les processus métastatiques d'intravasation, 

d'extravasation et de colonisation des tissus secondaires (475). Par exemple, il a été 

démontré que l'absence de MMP-9 diminue significativement l'intravasation des cellules 

cancéreuses (506). La MMP-9 agirait avec les intégrines dans la dissémination des cellules 

cancéreuses (507,508). Lors de l'extravasation, MMP-9 joue un rôle au niveau de la 

perméabilisation de l'endothélium et de la diapédèse des cellules dans les tissus 

secondaires (509). Il s'agit du rôle le plus documenté des MMP. En fait, il existe près de 

3000 études et 100 revues sur le sujet. Étant donné l'ampleur de ce sujet, il serait trop 

exhaustif à résumer, mais vous pouvez vous référer à cet1aines revues parues, entre autre, 

dans Nature Review (463,510,511). De plus la figure 1.6 résume les fonctions de MMP-9 

lors de la progression tumorale. 

4.5.3. Système immunitaire. 

La MMP-9 peut affecter la réponse immunitaire contre les tumeurs en activant le 

TGF-p, en clivant I'IL-2Ra et en clivant ICAM-1 (512). Le clivage de I'IL-2Ra diminue 

l'activité des cellules T associées aux tumeurs en diminuant leur prolifération (513) . La 

surexpression de MMP-9 dans les cellules de cancer du sein est responsable du clivage de 

ICAM-1 et ceci a pour conséquence d'inhiber la cytotoxicité antitumorale des cellules Tet 

NK (514). Le clivage d'ICAM-1 sur les cellules endothéliales empêche la liaison avec LFA-

1, ce qui diminue l'entrée des leucocytes au site tumoral lors de l'extravasation (509). De 

plus, l'expression constitutive de MMP-9 dans les lymphomes agressifs ou la transfection du 

gène mmp-9 dans les cellules de lymphome non agressif permet d'outrepasser la résistance 

des souris icam-1-déficientes qui sont génétiquement résistantes à la dissémination des 

lymphomes (365,496). 
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4.5.4. Expression de MMP-9 par les cellules tumorales et stromalcs. 

L'expression de MMP-9 est associée au potentiel métastatique de plusieurs types 

de cancers, comme le cancer de la prostate, le cancer du sein et le mélanome 

( 493,515,516). Cette fonction peut être conférée par les cellules tumorales et péri tumorales 

(stromales) (Tableau 1.4). En fait, la sécrétion de MMP-9 par ces deux types de cellules 

complique les études sur l'expression spatio-temporelle de cette protéine. 

4.5.4.1. Expression de MMP-9 par les cellules tumorales. 

Plusieurs études ont démontré que l'expression de MMP-9 corrèle avec un 

phénotype agressif dans différents types de cellules tumorales (463). La première 

indication de l'implication de MMP-9 dans l'invasion des tumeurs provient d'une étude 

qui a démontré que la surexpression de MMP-9 dans les cellules d'embryon de rat non 

métastatique conférait un phénotype métastatique à ces cellules (517). De plus, l'inhibition 

de l'expression de MMP-9, par des ribozymes spécifiques, diminuait le potentiel 

métastatique de cellules embryonnaires transformées exprimant fmtement MMP-9 et 

diminuait la formation de métastases aux poumons dans un modèle de cancer de la 

prostate murin (518). L'inhibition de MMP-9, par des ADNe antisens spécifiques, a aussi 

permis de réduire la croissance tumorale de glioblastomes in vivo (519). L'expression de 

MMP-9 est induite dans les cellules CD4+ de leucémies de cellules T adulte (A TL) suite à 

l'infection par HTLV-1 (human T-cellleukemia virus type I) (520). Il a aussi été démontré 

que MMP-9 est exprimée dans les lymphomes non Hodgkinien, ce1taines lignées de 

lymphome de Burkitt et de myélomes multiples (521-524). De plus, le niveau sérique de 

MMP-9 augmente lors du développement d'un lymphome thymique et corrèle avec la 

taille de la tumeur (378). Notre laboratoire a aussi développé une lignée cellulaire de 

lymphome génétiquement modifiée afin de surexprimer MMP-9. Ce modèle a permis de 

déterminer que l'expression constitutive de MMP-9 dans les cellules de lymphome murin 

accélère le développement d'un thymome (525). Certains groupes se sont aussi attardés 

aux mécanismes par lesquels MMP-9 pourrait moduler la progression tumorale. Une étude 

in vitro a démontré que l'inhibition de MMP-9 par ARN interférence semble favoriser 

l'agrégation cellulaire et l'expression de E-cadhérine, ce qui diminue la mobilité cellulaire 

des cellules agressives dérivées de sarcome d'Ewing (526). 
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Cependant, l'expression de MMP-9 par les cellules tumorales peut aussi avoir des 

propriétés anti-tumorales. Par exemple, l'inhibition de MMP-9, par ARN interférence, 

dans une lignée de fibrosarcome humaine (HTI080) a augmenté l'intravasation et la 

métastasie dans un modèle d'embryon de poulet (164). Ceci suggère que l'inhibition des 

MMP n'est pas toujours souhaitable dans l'optique d'une stratégie anti-tumoralc. 

4.5.4.2. Expression de MMP-9 par les cellules stromales. 

L'importance de l'expression de MMP-9 par les cellules stromales a été évaluée 

dans plusieurs modèles tumoraux (372,527). Certaines études ont démontré que 

l'expression de MMP-9 par les cellules stromales avaient des propriétés pro-tumorales, 

alors que d'autres ont démontré le contraire. Une première étude, utilisant des souris 

déficientes en MMP-9 (KOMMP-9), a suggéré que l'expression de MMP-9 par les cellules 

péritumorales était impliquée dans le processus métastatique dans des modèles 

expérimentaux de cancer du poumon et de mélanome. En fait, le nombre de métastases 

dans les souris KOMMP-9 suite à l'injection intra-veineuse des cellules de cancer du 

poumon (Lewis lung carcinoma) et de mélanome (Bl6-BL6) était inférieur 

comparativement aux souris témoins (493). Une autre équipe a par la suite démontré, à 

l'aide d'un modèle de souris transgénique de carcinome épithéliales (KI4-HPV), qu'en 

absence d'expression de MMP-9 par les cellules de l'hôte, le pourcentage de souris qui 

développaient des tumeurs était diminué de 50% à 27% et qu'il y avait un retard dans la 

progression de la maladie ( 490). De plus, les tumeurs ayant réussi à croître avaient un 

phénotype plus malin. Ces auteurs ont démontré, par des chimères de moelle osseuse, que 

l'expression de MMP-9 par les cellules de la moelle osseuse contribuait à la progression 

tumorale (490). L'absence de MMP-9 dans les cellules de l'hôte diminue de 66% 

l'incidence des tumeurs et de 76% la grosseur des tumeurs dans un modèle de cancer 

cervical (494). Une autre étude a démontré, grâce a l'utilisation de souris transgéniques 

RIPI-Tag2 déficientes en MMP-9, que l'absence de MMP-9 dans les cellules stromales 

diminuait la formation de tumeurs et l'angiogénèse des îlots pancréatiques, ce qui 

implique MMP-9 dans l'initiation de l'angiogénèse (475). D'ailleurs, la sécrétion de 

MMP-9 par les cellules stromales, principalement les cellules du système inflammatoire, 

peut induire l'angiogénèse en relâchant du VEGF (475). 
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D'un autre côté, l'expression de MMP-9 par les cellules stromales peut avoir une 

fonction anti-tumorale en affectant l'angiogénèse. L'augmentation de l'expression de 

MMP-9 dans les souris déficientes en intégrines al a pour conséquence de diminuer 

l'angiogénèse et d'augmenter le niveau d'angiostatine (facteur anti-angiogénique) dans le 

sérum suite au clivage du plasminogène par MMP-9, dans un modèle de cancer de la peau 

et du poumon (528,529). De plus, dans le modèle orthotopique de cancer du poumon, les 

auteurs ont démontré que le nombre de métastases était diminué dans les souris déficientes 

en intégrines al (529). L'absence de MMP-9 dans des modèles murins de carcinogénèse 

neuroendocrinienne (Myc;BclXI déficiente en MMP-9 et RIP 1-Tag2), augmente le 

potentiel invasif des tumeurs et le niveau de la protéine pro-invasive cathepsine B (530). 

Bien que l'expression de MMP-9 dans le lymphome a été très bien documentée, des études 

de notre groupe avec un modèle murin ont démontré que MMP-9 n'est pas essentielle à la 

prolifération et à l'infiltration des cellules de lymphome non hodgkinien, puisque ces 

cellules s'infiltrent dans divers organes lymphoïdes (foie, rate, reins), même en absence 

totale de MMP-9 dans les cellules tumorales et stromales (531 ). Autrement dit, bien que la 

surexpression de MMP-9 favorise la progression tumorale et la métastasie, elle n'est pas 

essentielle à la dissémination des cellules cancéreuses, possiblement à cause d'une 

possible redondance au niveau du rôle des différents membres de la famille des MMP. 
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4.5.5 MMP-9 dans le mélanome. 

Plusieurs études ont démontré que MMP-9 est fortement exprimée dans plusieurs 

lignées cellulaires de mélanome (532,533). En 2008, une étude a démontré par 

immunohistochimie que MMP-9 n'était pas associée au développement des mélanomes 

primaires (534). En 2012, une autre équipe a démontré que l'expression de MMP-9 

augmentait dans environ 70% des mélanomes malins humains comparativement aux nevus 

bénins (535). La stimulation des cellules de mélanome murin (B 16) par I'IFN-r est 

associée, en partie, à l'augmentation de l'expression de MMP-9 et à l'invasion à travers du 

matrigel, ce qui est inhibé par l'ajout d'anticorps anti-MMP-9. L'interaction cellule-cellule 

entre les cellules de mélanome et des macrophages surexprimant MMP-9 permet aussi 

d'augmenter l'invasion (536). ltoh et ses collègues ont démontré, par l'utilisation de souris 

déficientes en MMP-9, que l'absence de MMP-9 dans les cellules stromales affecte la 

capacité des cellules de mélanome à se disséminer (377,493). Dans cette étude, les cellules 

Bl6-BL6 ne sécrétaient pas de MMP-9. Cependant, aucune étude n'avait étudié la 

capacité des cellules de mélanome à induire l'expression de MMP-9 dans les cellules 

stmmales. 
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Tableau 1.4: MMP-9 a des fonctions pro- ou anti-tumoralcs dépendammcnt du type 

de cancer et de sa localisation. 

Pro- ou anti-
Localisation Cancer 1 modèle Effets 

tumorale 

Tumeur Lymphome thymique î croissance et développement (525) 

Stroma 
Peau (KOMMP-9 x Tg 

~tumeur (490) 
Kl4-HPV16) 

Stroma et 
Melanoma et Lewis lung 

Pro-tumorale carcinoma (souris ~métastases aux poumons (493) 
tumeur 

KOMMP-9) 

Stroma 
Cancer cervical (souris ~l'incidence et la grosseur des 

KOMMP-9) tumeurs ( 494) 

Stroma 
Neuroblastome (souris ~ angiogénèse et le recrutement de 

KOMMP-9) péricytes ( 498) 

Tumeur 
Fibrosarcome (siARN 

î intravasation, métastases (537) 
MMP-9 dans HT1080) 

Stroma 
Peau (souris a-1 integrin ~ vascularisation et î angiostatine 

null mice) (j MMP-9) (528) 

Poumons (orthotopique), 
Anti-tumorale Stroma (souris a-l integrin null ~ métastases, î angiostatine (529) 

mice) 

Carcinome 
Stroma et neuroendocrinien î invasion, j cathepsin B (530) 
tumeur (Myc;BciXl déficiente en 

MMP-9 et RIP1-Tag2) 
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Figure 1.6 : Rôles des MMP au niveau de la métastasie. 1) Dégradation de la matrice 
extracellulaire; 2) la liaison cellule cancéreuse-cellule endothéliale induit l'expression de 
MMP-9 par ces deux types cellulaires et permet l'extravasation des cellules cancéreuses; 
3) permet le relâchement de facteurs de croissance, comme l'lOF; 4) rôle dans 
l' angiogénèse en recrutant des péricytes, en relâchant du VEGF et FGF ou en générant des 
facteurs anti-angiogénique (angiostatine, tumstatine); 5) rôle dans la modulation du 
système immunitaire en dégradant le récepteur IL-2Ra des cellules T, ce qui empêche leur 
prolifération, en clivant des cytokines et chimiokines et en clivant des anticorps. 

Conversion maligne 

Adaptée de Demers et al., Critical Review of Immunology, 2005. 
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5. Hypothèses et objectifs de recherche. 

Au commencement de mon doctorat, la galectine-7 n'avait pas encore été étudiée 

dans les mélanomes. Notre première hypothèse est que la galectine-7 aurait un rôle dans la 

progression tumorale des mélanomes comme c'est le cas dans plusieurs types de cancers 

(ex : lymphomes, cancers du sein). De plus, comme il existe une corrélation positive entre 

la galectine-7 et MMP-9 dans plusieurs types de cellules cancéreuses (lymphomes, 

cellules HeLa, carcinomes du larynx humain), il était possible que l'on retrouve cette 

relation également dans le mélanome. Étant donné que MMP-9 peut être exprimée à la fois 

par les cellules tumorales et péritumorales, nous avons émit l'hypothèse que l'expression 

de galectine-7 par les cellules tumorales peut induire l'expression du gène mmp-9 dans les 

cellules péritumorales. 

Le but de mon projet est d'étudier l'expression et les fonctions de la galectine-7 

dans les mélanomes et le lien avec MMP-9 dans la relation hôte-tumeur. Pom ce faire, mes 

objectifs spécifiques sont de: 1) Étudier l'expression de la galectine-7 dans des biopsies 

et/ou des lignées cellulaire de mélanomes humains et murins; 2) Développer un nouveau 

modèle cellulaire de mélanome murin surexprimant la galectine-7 et/ou la luciférase, ce 

dernier facilitant l'étude de la dissémination des cellules cancéreuses in vivo; 3) Étudier in 

vitro l'effet de la surexpression de la galectine-7 dans les cellules de mélanomes murins 

B 16Ft sur la motilité cellulaire, l'apoptose et l'expression de EGR-1; 4) Étudier l'effet de 

la surexpression de la galectine-7 sur la progression tumorale du mélanome; 5) 

Développer un nouveau modèle de souris transgénique afin d'étudier la modulation 

transcriptionnelle du gène mmp-9 dans les cellules de l'hôte. 

63 



CHAPITRE2 

Monitoring mmp-9 gene expression in stromal cells 
using a novel transgenic mo use model. 
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!.RÉSUMÉ 

La métalloprotéase de la matrice 9 (MMP-9) (gélatinase B) est impliquée dans la 

dégradation de la matrice extracellulaire dans des contextes de mobilité et de migration in 

vivo de cellules normales et tumorales. De plus, son expression est hautement régulée au 

niveau transcriptionnel. Dans plusieurs types de cancers humains, l'expression de MMP-9 

est anormalement élevée, ce qui est souvent associée à un mauvais pronostique. Cette 

expression de MMP-9 peut être retrouvée dans les cellules tumorales et les cellules 

stromales. Il est donc important de comprendre le schéma d'expression spatiotemporelle 

de MMP-9 dans les tissus afin de développer des stratégies thérapeutiques efficaces en vue 

de supprimer l'activation du gène mmp-9. Dans notre étude, nous avons décrit un nouveau 

modèle de souris transgénique comprenant le promoteur du gène mmp-9 murin fusionné 

au gène rapporteur de luciférase. Nous avons démontré que le schéma d'expression du 

transgène était similaire à celui du gène mmp-9 endogène que ce soit dans des conditions 

normales ou suite à des stimuli. Nous avons observé une expression constitutive du 

transgène dans la moelle osseuse, ce qui est consistant avec la fo1te expression de mmp-9 

endogène retrouvée normalement dans les os. De plus, l'injection de lipopolysaccharides 

(LPS) a permis d'augmenter significativement le signal de bioluminescence dans le foie 

dans nos souris transgéniques. D'ailleurs, le foie est une cible majeure lors d'un choc 

septique causé par le LPS. Finalement, ce modèle a aussi pu mettre en évidence que mmp-

9 est activé dans les cellules stromales des poumons et de la rate des souris ayant été 

injectées avec des cellules de mélanome. Ce modèle d'imagerie à bioluminescence pourra 

faciliter l'évaluation de l'activation de MMP-9 dans les cellules stromales dans des 

contextes de progression tumorale ou de maladies inflammatoires. 
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2.ABSTRACT 

Matrix metalloproteinase (MMP)-9 (gelatinase B) is involved in extracellular 

matrix degradation in the context of the motility and in vivo migration of nonnal and 

malignant cells. Accordingly, its expression is highly regulated at the transcriptional levet. 

In several types of human cancers, MMP-9 expression is abnormally elevated and has 

been associated with poor prognosis. Such high levels of MMP-9 expression are found in 

tumor cells and in stromal components. Therefore, it is important to understand the 

spatiotemporal expression pattern of MMP-9 in tissues for the development of effective 

therapeutic strategies that are aimed at suppressing mmp-9 gene activation. ln the present 

work, we describe a transgenic mouse model harboring a luciferase gene under the control 

of the murine mmp-9 promoter. We found that the expression pattern of the transgene was 

similar to that of the endogenous mmp-9 gene either constitutively or following in 

intlammatory stimuli. A constitutive transgene expression was observed in the bone 

marrow, consistent with the observed high levels of endogenous mmp-9 gene expression 

normally found in the bone. LPS injection in mice also induced a consistent and 

significant increase in bioluminescent signais in the liver, which is a major target of LPS­

induced septic shock. Finally, we further used the model to provide evidence that mmp-9 

is activated in stromal cells of the Jung and spleen in melanoma tumor-bearing mi ce. This 

bioluminescent imaging model may facilitate in vivo monitoring of MMP-9 activation in 

stromal cells in tumor progression and intlammatory diseases. 
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3. INTRODUCTION 

Members of the matrix metalloproteinase (MMP) family encode zinc-dependent 

endopeptidases that play an important role in the turnover of extracellular matrix (ECM) in 

physiological and pathological processes. The expression of MMPs is highly regulated, 

and their expression is limited under quiescent conditions such as in normal mature 

tissues. ln cancer cells, however, MMPs are constitutively expressed at high levels and 

play an essential role in tumor progression, invasion and metastasis formation (538). 

Although MMPs represent important therapeutic and diagnostic targets for the treatment 

and detection of human cancers, the development of therapeutic strategies that are aimed 

at inhibiting their functions in cancer has met with little success (539,540). A large part of 

this failure has been attributed to our limited knowledge of the ir function and expression 

patterns. Severa! studies have established that tumor cells express abnormally high levels 

of MMPs. However, there is increasing evidence that their expression is not restricted to 

the tumor cells themselves but is also found in stroma! cells that constitute the tumor 

microenvironment. 

The importance of stromal-derived MMPs in cancer has been examined in severa! 

tumor models, which have shown that stroma-derived MMPs are an important contributor 

to different stages of tumor progression. For example, MMP-9 from bone marrow-derived 

ce lis contributed to the tu mor incidence of skin carcinoma ( 490). In a model of pancreatic 

islet tumorigenesis, stromal-derived MMP-9 promoted the angiogenic switch (475). In 

melanoma models, the Jack of MMP-9 expression by stroma) cells impaired the ability of 

melanoma cells to metastasize (377,493). MMP-9 secretion by stroma! cells, most notably 

inflammatory cells, can promote angiogenesis by promoting the release of VEGF (475). 

Because MMP-9 is secreted by tumor and stroma! cells, assessing its spatiotemporal 

expression pattern in a given tissue remains an important obstacle to the development of 

effective therapeutic strategies that are aimed at suppressing the mmp-9 gene activation in 

stroma! cells. In the present work, we describe a transgenic (Tg) mouse mode! that harbors 

the murine mmp-9 promoter that controls the expression of the firefly luciferase gene. 
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4. MA TERIAL AND METHODS 

4.1. Generation and analysis of Tg mice 

The pGL3-proMMP-9 reporter vector encoding the essential DNA binding motifs 

for mmp-9 gene expression was digested using Mlul and Sali. A 2.7-kb DNA fragment 

containing the mmp-9 promoter and the jirejly luciferase reporter gene was puri fied from 

agarose gel using a standard technique. The purified DNA fragment was then 

microinjected into the C57BL/6xC3H pronuclei of fertilized mouse oocytes at McGill 

University via the Quebec Transgenic Research Network (QTRN). After injection, the 

embryos were transferred to pseudo-pregnant females. At two - three weeks of age, pups 

were ear-tagged, and the tait DNA was purified for transgene detection. Animais were 

genotyped by PCR using tait DNA and primers that hybridized to the mmp-9 promoter 

sequence and the luciferase reporter gene eDNA (5'-

AGGAAGGATAGTGCTAGCCTGAGAAGGATG-3' (sense) and 5'-

CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA-3' (antisense), respectively. The 5'-

CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3' (sense) and 5'-

AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3' (antisense) primers were used for the 

amplification of the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) gene as a 

control. The amplification was performed in a PTC-1 00 thermal cycler (MJ Research, 

Waltham, MA, USA) using the following protocol: 120 s at 94 °C and then 40 cycles of 

three steps consisting of 60 s at 94 °C, 60 s at 64 oc and 60 s at 72 °C. The reaction 

mixture was size-separated on an agarose gel. Specifically amplified products were 

detected using SyBr Safe staining and ultraviolet transillumination. For the primary 

screening of Tg li nes, groups of 9-10 mi ce including both genders were imaged before the 

injection (T = 0) of lipopolysaccharide (LPS) (0 127:88; Sigma-Aldrich) at 50 mg/kg body 

weight. The criteria used for screening were as follows: 1) high basal luciferase activity in 

organs ex pressing high levels of endogenous MMP-9 mRNA and 2) up-regulation of the 

luciferase expression in multiple organs following LPS injection. Seven !ines were 

screened, and one tine with the best characteristics was selected for characterization. To 

avoid the background of a hybrid genotype, selected mice were backcrossed to a C57BL/6 

strain for at !east five generations. Breeder pairs for the C57BL/6 mouse colony were 
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purchascd from the Jackson Laboratory. Ali animais werc housed in a specifie pathogen­

free environment in accordance with the institutional guidelines for animal care. 

Experiments were performed in accordance with protocols approvcd by the INRS 

lnstitutional Animal Care and Use Committec. 

4.2. In vivo imaging 

Mice were injccted intraperitoneally (i.p.) with 150 mg/kg of D-lucifcrin potassium 

salt (Regis Technologies, lnc, Morton Grove, IL, USA). After 15 minutes, mice were 

anesthetized with isotlurane/oxygen and placcd on the imaging stage. Ventral images were 

collected for 1 min using the Xenogen IVIS imaging system (Xenogen Corp., Alameda, 

CA, USA). In sorne experiments, mice were sacrificed, and the organs of interest (kidney, 

spleen, liver, Jung, thymus, intestine) were collected and analyzed using ex vivo imaging 

techniques. Photons that were emitted from the abdominal region or individual organs 

were quantified using Living Image software (Xenogen). For experiments with LPS, 

groups (n = 1 0) containing 12- to 18-week-old male or female Tg mi ce were injected i.p. 

with 50mg/kg of LPS. Control mice were injected with phosphate-buffercd saline (PBS). 

Sixteen hours later, mice were sacrificed, and the organs of interest collected for ex vivo 

measurements of luciferase activity. 

4.3. Ex vivo measurement of the luciferase enzymatic activity 

Liver, kidney, spleen, Jung, and thymus were homogenized in cell culture lysis 

reagent (CCLR) (Promega) containing phenylmethylsulfoxide (PMSF) at 4 oc for 1 h, 

vortexed for 30 s, snapped frozen in liquid nitrogen and thawed at 37 °C. The samples 

were centrifuged for 20 min at 4°C, and the protein concentration in the supernatant was 

measured using the Bradford method. Equal amounts of protein were used to analyze the 

luciferase activity. The luciferase activity was determined using the Luciferase Assay 

System and a Lumat LB 9507 Luminometer (Berthold Technologies USA, Oak Ridge, 

TN). 

70 



Published in CMLS CHAPITRE2 

4.4. RNA isolation and scmiquantitative PCR 

Mouse liver, kidney, spleen, Jung, and thymus were excised and immediately 

frozen at -70 °C. Total RNA was isolated from tissues using Trizol reagent according to 

the manufacturer's instructions (lnvitrogen Canada, lnc., Burlington, ON, Canada). Two 

micrograms of total RNA was reverse transcribed using the Omniscript reverse 

transcriptase (Qiagen, Mississauga, ON, Canada) and PCR amplified using the following 

conditions: 94 °C for 30 s, 64 °C for MMP-9 or 58 °C for GAPDH for 1 min, and 72 °C 

for 1 min. A final extension step was performed at 72 oc for 10 min. The prim ers used for 

PCR amplification were as follows: 5'-CGAGTGGACGCGACCGTAGTTGG-3' (sense) 

and 5'-CAGGClTAGAGCCACGACCATACAG-3' (antisense) for murine MMP-9 and 

5'-CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3' (sense) and 5'­

AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3' (antisense) for GAPDH. The amplifications 

were performed in a thermal cycler (model PTC-100, MJ Research, Watertown, MA) 

using equal amounts of RNAs that were reverse transcribed and amplified by PCR for 35 

cycles with gene-specifie primers. Each amplification was performed in the linear range 

for each gene. Measure of GAPDH mRNA was used as an internai control. The amplified 

products were analyzed by electrophoresis on 1.2% agarose gels using Sybr Safe staining 

and UV illumination. 

4.5. In vitro analyses of Tg leukocytes 

Splenocytes were collected from Tg mi ce and stimulated for 20 h with 100 ng/ml 

LPS, 1 J..Lg/ml concanavalin A (ConA) (Flow Laboratories lnc., lnglewood, CA, USA) or 

15 J..Lg/ml phytohemagglutinin (lectin from Phaseolus vulgaris, red kidney bean) (PHA) 

(Sigma-Aldrich) in 12-well plates. Cells were then collected and analyzed for mmp-9 

promoter activity using the luciferase assay as described above. ln sorne experiments, co­

cultured and transwell assays were conducted using splenocytes and B 16Fl melanoma 

cells for 20 h (at ratios of 1:20 and 1:25, respectively) with or without Con A (1 J..lg/ml) 

before analysis. 
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4.6. In vivo melanoma model 

Eight male Tg mice (8 to 9 weeks old) were injected subcutaneously (s.e.) with 104 

B 16F 1 melanoma cells in the left tlank. Animais were carefully monitored periodically for 

tumor growth. The length (L) and width (W) of the tumor were measured using a Vernier 

caliper. The size of the tumor was calculated using the formula L2 x W x 0.4. Whcn the 

maximum tumor volume was reached, which occurred after 19-22 days post-injection, ali 

of the mi ce were injected i.p. with 150 mg/kg of 0-luciferin and were sacrificed after 10 

min to collect the lungs and spleen for ex vivo imaging. The homogenates were then 

prepared for the luciferase assay and the RT-PCR analysis as described above. The 

dissemination of melanoma cells in target organs was analyzed using s.c injection of stable 

transfectants of B 16F1-melanoma cells (5 x 104 ce lis) that constitutively expressed the 

luciferase reporter gene under the control of the SV40 promoter in C57BL/6 female mice 

(six weeks-old). Normal C57BL/6 mice were used as contrais. 

4.7. Statistical analysis 

Data are represented as means ± SD. The Student t test was used to test for 

statistical significance, and the levet of significance was established at p < 0.05. 

S.RESULTS 

5.1. Generation of transgenic mice containing the mmp-9 promoter-driven luciferase 

reporter transgene. 

The plasmid used for the construction of the C57BLI6-Tg(proMMP9-Luc) mice 

has been previously described (440) (Fig. 2.1A). This 681 bp fragment contains the 

consensus binding motifs that are common to bath the murine and human genes and that 

are essential for the transcriptional activity of the murine mmp-9 promoter, including a 

NF-KB binding site located at position -600 bp. Tg mouse founders were identified by 

PCR detection of the Tg luciferase gene in tail-tip DNA and backcrossed to C57BL/6 

mice for at least five generations to generate progeny. The insertion of the transgene was 

confirmed by PCR genotyping using primers that were specifie for the mmp-9 promoter 

and the luciferase reporter gene (Fig. 2.1B). To determine the expression pattern of the 
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transgene in vivo, bioluminescent imaging was performed in living Tg animais and 

compared to non-Tg mice. Our results show that ali of C57BLI6-Tg(proMMP9-Luc) mice 

displayed light emissions in the abdomen and the lower extremities of the limbs (Fig. 

2.1C). No background signal was detected in the non-Tg control mice. Ex vivo imaging 

demonstrated that the high basal expression of the transgene in the abdominal cavity most 

likely originated from the intestine. The basal luminescence was also consistently 

observed in the thymus, whereas the occasional expression of the transgene was detected 

in the spleen and Jung (Fig. 2.2A). No detectable basal expression of the transgene was 

found in the kidneys and the liver (Fig. 2.2A). These results were consistent with those 

obtained using luciferase assays of tissue extracts (Fig. 2.1D) and analyses from the 

genomic profile arrays of C57BL/6 tissues (541 ). A constitutive transgene expression was 

also observed in the bone marrow from Tg mice (Fig. 2.1E), which is consistent with the 

high levels of mmp-9 gene expression normally found in the bone marrow (Fig. 2.1F) 

(377,378). 

5.2. Functiona1 analysis of the mmp-9 promoter transgene 

MMP-9 gene expression is regulated by a number of different stimuli in different 

cell types, most notably by LPS in liver and kidneys tissues (542-544). To determine 

whether our trans gene model may be used to assess the activation of the mmp-9 promoter 

by inflammatory mediators using bioluminescence imaging, we injected Tg and control 

mice with LPS. Sixteen hours after the LPS injection, the activation of the mmp-9 

promoter was examined using ex vivo imaging of the target organs. We found that LPS 

injection (50 mg/kg) induced a consistent and significant increase in bioluminescent 

signais in the liver (Fig. 2.2A), which is a major target ofLPS-induced septic shock (544). 

No significant or consistent increase in bioluminescence was found in the other organs 

such as the spleen, the kidneys, the Jung, and the thymuses following LPS injection. 

However, ex vivo analyses using the luciferase assay revealed the activation of the mmp-9 

Tg promoter in the liver and the kidneys (p = 0.0001 and p = 0.0015, respectively) (Fig. 

2.2B). These results indicate that the ex vivo luciferase assay is more sensitive than the ex 

vivo measures of bioluminescence. The activation of the mmp-9 Tg promoter by LPS in 

the liver and kidneys was consistent with the activation of the endogenous mmp-9 gene 
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(Fig. 2.2C). Although no significant increase in the overall signal was demonstrated using 

ex vivo imaging of the spleen following LPS injection, we identified a significant (p = 

0.04) activation of the mmp-9 transgene in isolated splenocytes that were treated with T 

cell-specific mitogens such as Con A and PHA, indicating that the transgene is also 

functional in T lymphocyte populations (Fig. 2.2D). 

Directional interactions between tumor cells and stroma! cells induce the secretion 

of MMP-9 in the extracellular space of the tumor microenvironment (390,490,493). 

Accordingly, it is difficult to distinctively determine the mmp-9 gene activation in a 

specifie cell population. Therefore, we examined whether our C57BU6-Tg(proMMP9-

Luc) mice could be used to overcome this limitation. For this purpose, C57BU6-

Tg(proMMP9-Luc) mice were injected s.e. with Bl6FI melanoma cells, and the activation 

of the mmp-9 transgene in the organs of tumor-bearing mice was measured by in vivo 

imaging and the ex vivo luciferase assay. We did not detecta significant increase in the 

luciferase signal using whole-body imaging. However, the activation of the transgene was 

observed using ex vivo imaging of the lungs of tumor-bearing C57BLI6-Tg(proMMP9-

Luc) mi ce at day 19 post-injection of B 16F 1 melanoma cells (Fig. 2.3A). This increase 

was confinned using ex vivo measurements of the luciferase activity of Jung extracts (Fig. 

2.3B), which was consistent with an increase ofthe endogenous MMP-9 mRNA levels in 

the lungs of C57BLI6Tg(proMMP9-Luc) mice that were injected with B 16F1 melanoma 

cells (Fig. 2.3C). A significant increase in the luciferase activity was also observed in the 

spleens of tumor-bearing mice compared to that in the spleens of control C57BU6-

Tg(proMMP9-Luc) mice (Fig. 2.4A). This increase was consistent with the ability of the 

B 16F 1 ce lis to migrate into the spleen of tumor-bearing animais (Fig. 2.4B). No such 

increase was observed in the kidneys or the liver. A luciferase assay was conducted using 

splenocytes collected from C57BLI6-Tg(proMMP9-Luc) and B16F1 melanoma cells that 

were co-cultured for 20 h with or without Con A, which is a T-cell-specific mitogen 

known to potentiate cellular activation. The results suggest that at least part of the increase 

in luciferase activity may originate from the T cell activation in the spleen of tumor­

bearing animais (Fig. 2.5A) (545). Experiments using transwells showed that the contact 

between the B 16F1 melanoma cells and the spleen cells was not essential to significantly 
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increase the mmp-9 transgene expression in splenocytes (Fig. 2.5B). These results indicate 

that the soluble factors that are produced by the B 16F 1 me lano ma cells may potentiate the 

Con A-induced T cell activation. Taken together, thcse results indicate that the proMMP9-

Luc transgene is functional and that C57BL16-Tg(proMMP9-Luc) mice can be used to 

examine the activation of stroma! cc lis in response to tumor growth. 

MMP-9 is expressed by osteoclasts in the bane, and it plays an important rote in 

bane formation and arthritis (379,380,485,486). The whole-body imaging of our 

C57BL/6-Tg(proMMP9-Luc) mice revealed a consistent and constitutive activation of the 

proMMP9-Luc transgene in paws (Fig. 2.1C and 2.2A). To examine the usefulness of our 

Tg madel in a11hritis, male and female C57BLI6-Tg(proMMP9-Luc) mice were treated 

with dexamethasone (DXM; i.p.; 0.5 mg/kg/day) for three weeks (Fig. 2.6A). The control 

mice were injected with PBS for three weeks. The bioluminescent imaging of individual 

paws was performed before the injection (T = 0) and at days 5 and 19 post-treatment. Our 

results demonstrate that 60-75% of the paws from the DXM-treated mice show a 

downregulation of the transgene expression after 5 and 19 days of treatment with DXM 

compared to 30% of the paws from control mi ce (Fig. 2.6B and 2.6C). No decrease in the 

transgene expression was observed in the spleen and the bane marrow of Tg mice that 

were untreated or treated with DXM, which were analyzed using the luciferase assay after 

19 days (data not shown). These results suggest that C57BLI6-Tg(proMMP9-Luc) mice 

may be useful to assess the potential of immunosuppressive drugs. 

6. DISCUSSION 

ln the present work, we have generated a Tg mouse mode! expressmg the 

luciferase reporter gene under the control of the murine mmp-9 promoter. The expression 

pattern of the transgene was similar to the expression pattern of the endogenous mmp-9 

gene under constitutive activation or following stimulation with inflammatory mediators. 

We demonstrated that the transgene was activated in the lung and the spleen of melanoma 

tumor-bearing mice. These results suggest that this Tg mouse mode! may be useful to 

identify the cell population(s) that expresses MMP-9 in the context of bi-directional 
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interactions between cancer cells and peritumoral stromal cells. This is an important 

feature bccause determining whether cancer cells and/or stromal cells secrete MMP-9 at 

different steps of cancer progression has been a major challenge (390,490,493). 

LPS is known for its ability to activate host-inflammatory responses by inducing 

the releasc of pro-inflammatory cytokines such as TNF-a and interleukin-lp (390,546). 

These cytokines induce mmp-9 gene expression via NF-KB, which is a critical factor that 

regulates mmp-9 gene expression (547,548). Our results show that LPS increased the 

luciferase activity in liver and kidneys tissues and are, therefore, consistent with previous 

studies using NF-KB-Luc Tg models, which demonstrate that the NF-KB binding site is 

activated by LPS in these organs (549). This madel may be useful to study the expression 

of MMP-9 in inflammatory processes. In addition, our results illustrate that DXM, which 

is a powerful anti-inflammatory agent, induces a significant suppression of the transgene 

in the paws of Tg mice. This bioluminescent imaging madel may facilitate the repeated 

measures of mmp-9 gene activation in living mice and may be used to test novel anti­

intlammatory drugs. 

The expression of MMP-9 by tumor cells plays a critical role in tumor progression 

(538). In addition, a significant number of studies have shawn that the secretion of MMP-

9 by peritumoral cells may equally contribute to tumor growth and metastasis, especially 

in melanoma (490,494,536,550-552). However, it has been relatively difficult to study the 

mmp-9 gene expression in stromal cells in response to tumor cells in vivo because mmp-9 

is often expressed by the tumor cells themselves. Therefore, the ability of tumor cells to 

induce MMP-9 in peritumoral cells has been mostly established using in vitro madel 

systems (390,553-555). In the case of melanoma, the increases in mmp-9 gene expression 

in melanoma cells are weil described (532,533). However, the ability of melanoma cells to 

induce stromal mmp-9 gene expression in vivo remains unclear. Our results in tumor­

bearing Tg mice provide new evidence that tumor cells induce mmp-9 gene expression in 

the peritumoral environment. 
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Animal models are important tools to better understand the molecular mechanisms 

underlying pathogenesis and to develop novel therapeutic approaches for human discases. 

Given the importance of MMP-9 in disease progression, Mohan et al. (556) dcsigned a 

minimal mmp-9 promoter to generatc a similar Tg mouse model using LacZ to facilitatc 

the localization of mmp-9-expressing cells. This model was useful to study the 

developmental regulation of mmp-9 in tissue sections in the complex environment of the 

embryo using J3-gal staining. This model used a shorter construct containing a 522 hp 

stretch of the 5' flanking region of the rabbit mmp-9 gene. Here, we used a well­

characterized promoter sequence containing a 681 hp stretch of the 5' flan king region of 

the mouse mmp-9 gene. Our Tg mouse model is thus different at the molecular level from 

that of Mohan et al. Our model is also complementary because luciferase reporter systems 

are ideal for continuous real-time measurement of bioluminescence signais emitted from 

firefly luciferase-based reporter system under the control of specifie mammalian 

promoters using a non-invasive imaging modality and standard bioimaging equipment 

(556). Our proMMP9-Luc Tg mouse model does have some limitations. For example, the 

high bioluminescence originating from the abdominal space complicates in vivo studies on 

specifie abdominal organs. In these cases, transgene expression requires ex vivo imaging. 

Measuring the ex vivo luciferase activity in tissue extracts is also a valid alternative, which 

we found to be more sensitive and quantitative than the ex vivo imaging. Therefore, both 

models may be used in conjunction with transcriptional inhibitors to identify novel 

modulators of mmp-9 gene expression in inflammatory disorders and cancer. 

Our results have shown a significant luciferase activity in the bone marrow. MMP-

9 expression by bone marrow-derived cells plays an important role in the survival of 

tumor cells in the Jung microenvironment (377). This is particularly true for neutrophils 

which are the predominant source of MMP-9 for the establishment of peripheral 

metastasis of breast cancer cells (557). Interestingly, a suppression of MMP-9 in the bone 

marrow correlates with a concomitant decrease in tumor number, indicating that our 

transgenic mouse mode! would be useful to test the effects of new drugs on MMP-9 gene 

expression in the bone marrow. Such beneficiai effect of MMP-9 suppression has also 
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bcen observed in the targeting of splenocytes in EAE models, indicating that inhibition of 

MMP-9 is a promising treatment in patients with MS. 

ln summary, we have developed a new Tg mouse madel to study the mmp-9 gene 

expression in normal and pathological conditions using luciferase-based bioluminescent 

imaging. This model may be an ideal foundation for the establishment of biogenic imaging 

of mouse models to study mmp-9 gene expression during disease progression. 
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8. FIGURE LEGENDS 

Figure 2.1: Generation of Tg mice containing the mmp-9 promoter-driven lucifcrase 

reporter transgenc. (A) The schematic illustration of the mmp-9 promoter construct with 

the luc(ferase reporter gene is shawn. The symbols (..,.., "11111) represent the primers used for 

genotyping. (B) PCR genotype analysis was performed using the primers that are shawn in 

(A) for the mmp-9 promoter transgene detection in C57BL/6-Tg(proMMP9-Luc) mice in 

comparison to that in control C57BL/6 mice (WT) and a positive control mouse containing 

the PGL3-MMP-9 vector (CTRL). (C) The visualization of the luciferase expression of a 

representative C57BLI6-Tg(proMMP9-Luc) mouse and its organs (thymus and intestine) 

in comparison to those of a control mouse is shawn using the Xenogen IVIS imaging 

system. The luciferase assay, which was represented as relative light units (RLU) per mg 

of protein, was performed on (D) the kidney, the spleen, the liver, the lung, the thymus and 

(E) the bane marrow of C57BL16-Tg(proMMP9-Luc) mice (•) (n = 9) in comparison to 

those of control mice (o) (n = 9). (F) RT-PCR analysis demonstrating the increased 

endogenous MMP-9 mRNA expression in the bane marrow of a representative C57BLI6-

Tg(proMMP9-Luc) mouse in comparison to that in the bane marrow of a control mouse is 

shawn. GAPDH was used as a loading and specificity control. 
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Figure 2.2: In vivo activation of the proMMP9-Luc transgene by LPS. (A) Luciferase 

activity in C57BLI6Tg(proMMP9-Luc) mice and organs (kidney, spleen, liver, Jung and 

thymus) 16 h after i.p. injection of two mg/kg of LPS. The contrais includcd C57BL/6-

Tg(proMMP9-Luc) mice injected with PBS. (B) Ex vivo analysis of the luciferase activity 

in tissues that were collected from Tg mice that were injected with 50 mg/kg of LPS (•; n 

= 10) or PBS (o; n = 9). (C) Endogenous levels of MMP-9 measured by RT-PCR 16 h 

post-injection of two mg/kg of LPS (•) or PBS (o). GAPDH was used as a loading and 

specificity control. Relative mmp-9 levels are expressed as a ratio of mmp-9/GAPDH. (D) 

Luciferase assay on splenocytes collected from C57BLI6-Tg(proMMP9-Luc) mice 20 h 

after stimulation with LPS (1 00 ng/ml), ConA {1 J..lg/ml) or PHA ( l5f..lg/ml). Non­

stimulated splenocytes were used as contrais (NS). Results represent the mean of two 

independent experiments. 

Figure 2.3: Activation of the proMMP9-Luc transgene in the lung. 

C57BLI6Tg(proMMP9-Luc) mice were injected s.e. with 104 BI6Fl melanoma cells. 

Nineteen days post-injection, lungs were collected, and the individual mice were analyzed 

ex vivo using (A) bioluminescent imaging or (B) the luciferase activity assay. (C) 

Increased expression of the endogenous MMP-9 in lungs collected from C57BL16-

Tg(proMMP9-Luc) mice injected with Bl6Fl melanoma cells. Lungs collected from non­

injected C57BLI6-Tg(proMMP9-Luc) mice were used as contrais. GAPDH was used as a 

loading and specificity control. 

Figure 2.4: Activation of the proMMP9-Luc transgene in the spleen of tumor-bearing 

animais. C57BLI6-Tg(proMMP9-Luc) mice were injected with 104 Bl6Fl melanoma 

cells. At 20-22 days post-injection, spleens were collected and luciferase activity measured 

from tissue extracts. (A) Luciferase activity in spleens from tumor-bearing Tg animais 

injected with Bl6Fl cells C•; n = 8) compared to spleens from control animais (•; n = 4). 

Results are representative of two independent experiments. (B) Luciferase activity from 

spleen ex tracts prepared from normal C57BL/6 mi ce injected with B 16F 1-Luc melanoma 

cells (Bl6FI-Luc; A). Spleens from control age- and sex-matched C57BL/6 animais were 

used as contrais (CTRL; •). 
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Figure 2.5: ln vitro stimulation of the proMMP9-Luc transgene in splenocytes. (A) 

Splenocytes were collected from C51BLI6-Tg(proMMP9-Luc) mice and co-cultured (n = 

6) with B l6F l melanoma ce lis for 20 h with or without Con A ( l Jlglml). {B) Transwell 

experiments using co-culture conditions as described in (A). Results are representative of 

three independent experiments. 

Figure 2.6: Effect of dexamethasone (DXM) on MMP-9 expression in paws. (A) 

Schematic representation of the treatment regimen using i.p. injections of DXM (0.5 

mg/kg/day). Bioluminescent imaging of the luciferase activity was performed at days 5 

and 19. (B) Pie chart representation ofthe response ofC51BLI6-Tg(proMMP9-Luc) mice 

to DXM as compared to that of the control mice injected with PBS. Results are 

representative of triplicate images acquired for each paw before (T = 0) and at different 

times after the initial treatment with DXM (n = 20) or control PBS (n = 20). (C) In vivo 

imaging of the proMMP9-Luc transgene expression in two representative paws of 

C51BLI6Tg(proMMP9-Luc) mice injected with PBS (Control) or DXM. 
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Figure 2.2 
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Figure 2.6 
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10. CONCLUSION 

En résumé, nous avons développé un nouveau modèle de souris transgénique basé 

sur l'imagerie à bioluminescence afin d'étudier l'expression du gène mmp-9 dans 

différentes conditions physiologiques et pathologiques. Ce modèle préclinique facilitera la 

mesure de l'expression du gène mmp-9 durant la progression d'une maladie ou dans le 

cadre du développement de nouveaux médicaments anticancéreux. 
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1. RÉSUMÉ 

La galectine-7 est normalement exprimée dans l'épithélium stratifié, 

principalement dans l'épiderme. Dans le cancer, son expression est souvent altérée et son 

rôle est controversé. D'un côté, elle aurait une activité anti-tumorale puisque la galcctine-7 

a été identifiée comme un gène induit par p53 et qui est associé à la sensibilité à l'apoptose 

de plusieurs types cellulaires. Cependant, dans certains cas, une expression élevée de cette 

protéine corrèle avec un phénotype agressif des cellules cancéreuses, ce qui l'associe à une 

fonction dans la progression tumorale. Dans cette étude, nous avons documenté la fonction 

et l'expression de la galectine-7 dans les mélanomes. L'analyse du profil génomique a 

démontré que la galectine-7 est rarement détectée dans les biopsies de mélanomes 

humains. Ce patron d'expression dans les biopsies de mélanomes humains corrèle avec le 

niveau protéique de galectine-7 retrouvés lors d'une analyse immunohistochimique. 

L'utilisation du modèle de mélanome murin 816Ft a démontré que l'expression de 

galectine-7 est augmentée dans les cellules de mélanome retrouvées dans la tumeur 

primaire et les métastases aux poumons. Des expériences in vitro ont permis de démontrer 

que la surexpression de la galectine-7 diminue la motilité, augmente la résistance à 

l'apoptose et l'expression du gène egr-1 dans les cellules de mélanome. D'autres part, des 

expériences in vivo ont démontré que la surexpression de galectine-7 n'est pas suffisante à 

elle seule pour moduler la croissance de tumeurs sous-cutanées, ni la dissémination des 

cellules BI6Fl aux poumons. 
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2.ABSTRACT 

The identification of galectin-7 as a p53-induced gene and its ability to induce 

apoptosis in many cell types support the hypothesis that galectin-7 has strong antitumor 

activity. This has been weil documented in colon cancer. However, in some cases, such as 

breast cancer and lymphoma, its high expression levet cmTelates with aggressive subtypes 

of cancer, suggesting that galectin-7 may have a dual rote in cancer progression. ln fact, in 

breast cancer, overexpression of galectin-7 atone is sufficient to promote metastasis to the 

bone and Jung. ln the present work, we investigated the expression and function of 

galectin-7 in melanoma. An analysis of datasets obtained from whole-genome profiling of 

human melanoma tissues revealed that galectin-7 mRNA was detected in more than 90% 

of biopsies of patients with nevi white its expression was more rarely found in biopsies 

collected from patients with malignant melanoma. This frequency, however, was likely 

due to the presence of normal epidermis tissues in biopsies, as shown our studies at the 

protein levet by immunohistochemical analysis. Using the experimental melanoma Bl6Fl 

cell tine, we found that melanoma cells can express galectin-7 at the primary tumor site 

and in Jung metastasis. Moreover, we found that overexpression of galectin-7 increased 

the resistance of melanoma cells to apoptosis white inducing de novo egr-1 expression. 

Overexpression of galectin-7, however, was insufficient to modulate the growth oftumors 

induced by the subcutaneous injection of Bl6Fl cells. lt also failed to modulate the 

dissemination of B 16F 1 ce lis to the Jung. 
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3. INTRODUCTION 

Melanoma accounts for 4% of dermatological cancers but is responsiblc for 80% of 

mortalitics rclated to skin cancer (558). In addition, its incidence is increasing at a higher 

rate than other cancer types. Most melanomas are resistant to chemotherapy and 

immunotherapy, most likely as a result of resistance to apoptosis (559,560). Systemic 

treatments includc the administration of nonspecific immune-stimulating cytokines, immunization 

with cancer cells or molecules, adoptive T cell transfer, small inhibitors of melanoma oncogenes 

and blocking antibodies against inhibitory immune molecules, like Ipilimumab (561 ). Therefore, 

it is of great interest to identify new, relevant biological targets to discover new 

therapeutics against melanoma. 

Galectins are a family of 15 animal lectins with a unique carbohydrate recognition 

domain that binds to P-galactoside derivatives (3, 16). They can have intracellular 

(cytoplasmic and/or nuclear) or extracellular functions, even without a signal sequence, 

which is essential for the classical secretory pathway (12,89). Galectins function during 

embryonic development, wound healing, apoptosis, protein trafficking, intercellular 

adhesion, cell migration, immune responses and cancer (1 ,562,563). Galectin-1 and 

galectin-3 are the most weil studied members of the galectin family, but evidence has 

shawn that other galectins are also important and have specifie expression patterns. This is 

true for galectin-7, which was initially described as a marker for keratinocytes (321 ,322). 

In normal tissues, the expression of galectin-7 is normally confined to stratified epithelia 

(328). In epithelial cancer, however, its expression is often significantly altered and may 

have distinct implications. In a madel of human colon carcinoma, for instance, the 

exogenous expression of galectin-7 aids in eliminating tumor cells through its pro­

apoptotic function (350). This connection between galectin-7 and apoptosis is supported 

by studies showing that galectin-7 is induced in human colon cancer cells following 

activation of the p53 pathway (333). Galectin-7 is also associated with the sensitivity of 

human cervical carcinoma cells to apoptosis induced by chemotherapeutic agents (358) . 

However, galectin-7 bas been associated with cancer progression in chemically induced 

models of rat mammary carcinoma (359) and hypopharyngeal squamous cell carcinoma 
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(564). Moreover, galectin-7 overexpression in murine lymphoma and breast cancer cells 

has been shown to increase their ability to metastasize (297,320,364). This dual role in 

controlling tumor growth is not unusual for members of the galectin family; for example, 

it has been weil documented for galectin-3 ( 1 ,565). In the present work, wc have 

investigated the expression pattern of galectin-7 in melanoma and used a well­

characterized melanoma model to study its functional relevance. 

4. MATERIAL AND METHODS 

4.1. Mice 

Breeder pairs for a C57BL/6 mouse colony were purchased from Jackson 

Laboratory (Bar Harbor, ME). Galectin-7-deficient mice (KOG7) in a C57BL/6 

background have been described previously (22). Male and female mice were bred in our 

animal facility and maintained under specifie pathogen-free conditions in accordance with 

institutional guidelines. Ali animal studies were approved by the Institutional Animal Care 

and Use Committee (CISAU) of the INRS-Institut Armand-Frappier. 

4.2. Cell Lines and Reagents 

The mo use me lano ma B 16F l ce li li ne was obtained from the American Type 

Culture Collection (A TCC). The aggressive variant B l6F 10 cell line was a generous gift 

from Dr. Alain Lamarre (INRS-Institut Armand-Frappier) (566). The human melanoma 

cell lines (888mel, 537mel, SK23 and Mel-PB) were a generous gift from Dr. Réjean 

Lapointe (Research Centre, Centre Hospitalier de l'Université de Montréal (CRCHUM) 

(567). The mouse thymie lymphoma line 164T2 and its aggressive variant S 19 have been 

previously described (568). Ali cell lines were maintained in RPMI 1640 complete 

medium supplemented with 8% (v/v) FCS, 2 mM L-glutamine, 10 mM Hepes buffer, 1 

mM sodium pyruvate and 0.075% sodium bicarbonate. Ail cell culture products were 

purchased from Life Technologies (Burlington, ON, Canada). Anti-cleaved PARP-1 

antibody was purchased from Epitomics (Burlingame, CA); anti-P-actin antibody was 

purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO); anti-EGR-1 antibody was purchased from 

Santa Cruz (CA, USA); anti-human galectin-7 monoclonal antibody was purchased from 
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R & D Systems; methyl [JH]thymidine was purchased from Perkin Elmer (Waltham, MA); 

cell culture lysis reagent (CCLR) and passive lysis buffer were purchased from Promega 

(Madison, Wl); RIPA lysis buffer was purchased from Thermo Scientific (Rockford, 

USA); and buffered formaldehyde solution was purchased from Fisher Scientific (Toronto, 

ON). Ali other reagents were purchased from Sigma-Aldrich unless otherwise indicated. 

4.3. RNA Isolation and Semiquantitative PCR 

Total RNA was isolated from tissues using Trizol reagent according to the 

manufacturer's instructions (lnvitrogen Canada, Inc., Burlington, ON). Briefly, total RNA 

(2 mg) was reverse transcribed using Omniscript reverse transcriptase (Qiagen, 

Mississauga, ON) and PCR amplified using the following conditions: 94°C for 0.5 min, 

58°C for galectin-7 and ~-actin or 60°C for Egr-1 for 1 min, and noe for 1 min. Then, a 

final extension step was performed at noe for 10 min. The primers used for PCR 

amplification were (5'-CCATGTCTGCTACCCATCAC-3'; in exon 2) for sense murine 

galectin-7 and (5'-GCTTAGAAGATATTCAATGAATGC-3'; in exon 5) for antisense; 

(5'-TAATAGCAGCAGCAGCACCAGC-3') for sense murine EGR-1 and (5'­

GTCGTTTGGCTGGGATAACTCG-3') for antisense, and (5'-CATGGATGACGATAT­

CGCTGCGC-3') for sense ~-actin and (5'-GCTGTCGCCACGCTCGGTCAGGAT-3') 

for antisense. Amplification was carried out in a thermal cycler (model PTC-100, MJ 

Research, Watertown, MA) using equal amounts of RNA that was reverse transcribed and 

amplified by PCR for 35 cycles with gene-specifie primers. Each amplification step was 

performed in the linear range for each gene. P-actin mRNA was amplified as an internai 

control by RT-PCR using specifie primers. Amplified products were analyzed by 

electrophoresis on 1.2% agarose gels for galectin-7 and ~-actin or 1.8% gels for Egr-1 

using Sybr Safe staining and UV illumination. 

4.4. Generation of Stable Transfectants Expressing Luciferase and Galectin-7 

To obtain stable B 16F 1-Luc transfectants ex pressing the luciferase reporter gene 

under the control of the SV 40 promoter, B 16F 1 ce lis were co-transfected with linearized 

pGL3-(SV40) vector (Promega) and the pSra vector that conferred puromycin resistance. 

After 48 h of culture in complete medium, transfected cells were grown in complete 
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medium containing 2 f..Lg/mL of puromycin before individual colonies were selected and 

expanded. Clones expressing constitutively high levels of luciferase (clones #1 and #9) 

were then used to generate stable transfectants expressing constitutively high levels of 

galectin-7. For this purpose, we used the pRc-CMV2-galectin-7 vector encoding the 

murine ga/ectin-7 gene (GenBank accession no. AF 331640). Individual colonies were 

selected, expanded and assayed for galectin-7 expression by RT-PCR, ELISA and 

confocal microscopy. Controls were generated using the empty pSra. vector. 

4.5. Proliferation Assay 

Three clones of B16F1 cells overexpressing galectin-7 (B16FI-G7 #5, 10 and 14) 

and three control celllines (B 16F1-sra. #1, 2 and 3) were seeded at 2 x 103 cells/well in 96-

well culture plates. Once the ce lis were confluent, quercetin was added at 10 f..Lg/mL 

(dissolved in DMSO) for 72 h. In control wells, 1% DMSO solution was added. DNA 

synthesis was assayed by adding 1 J.LCi of methyl-eH]thymidine/well and incubating the 

cells for 16 h. Radioactivity was measured after adding a scintillation cocktail using a 

scintillation counter (Trilux, 1450 microbeta, Wallac). The experiment was performed in 

triplicate and repeated three times. 

4.6. Luciferase Assay 

Luciferase activity in cell lines and tissues was measured as previously described 

(569). Briefly, for ex vivo imaging, mice were injected i.p. with 150 mg/kg of D-luciferin. 

Ten minutes later, the mice were sacrificed, and lungs were collected. After imaging, 

lungs were homogenized in cell culture lysis reagent (CCLR), snap frozen in liquid 

nitrogen and thawed at 37°C before luciferase assays. For celllines, B16F1 transfectant 

cells (106 cells) were lysed in 100 f..LL of CCLR containing phenylmethylsulfoxide at 4°C 

for 1 h and then vortexed for 30 sec. After centrifugation for 20 min at 4°C, the protein 

concentration of the supematant was measured by the Bradford method. Equal amounts of 

protein were used to determine luciferase activity. Luciferase activity was measured using 

the Luciferase Assay System and a Lumat LN 9507 Luminometer (Berthold Technologies, 

Oak Ridge, TN). 
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4.7. Tumorigcnic and Metastatic Assays 

Male or female C57BL/6 mice and galectin-7-deficient mice (KOG7) (6to 8 weeks 

old) were injected subcutaneously (s.e.) into the left flank with 5 x 104 B16F1 cells. 

Animais were monitored periodically for tumor growth, which did not exceed a volume of 

2500 mm3
. The length (L) and width (W) of the tumor were measured using calipers lïtted 

with a vernier scale, and the size of the tumor was calculated using the formula L2 x W x 

0.4. When the maximum tumor volume was reached, mice were sacrificed, and the tumors 

were divided and frozen for PCR analysis or fixed in a buffered formaldehyde solution for 

immunohistochemistry (IHC). To induce the dissemination of B 16F 1 mclanoma ce lis in 

the Jung, male or female C57BL/6 mice (6 to 8 weeks old) were injected in the tai! vein 

with 2 x 1 05 B 16F 1 luciferase transfectant ce Ils that were either control or ovcrexpresscd 

galectin-7. Animais were monitored periodically for clinical signs oftumor growth. When 

moribund or at a specifie time, the mice were sacrificed, and lungs were collected and 

examined by ex vivo imaging. Tissues were homogenized in CCLR for luciferase assays as 

described above. 

4.8. Immunohistochemistry 

Primary and metastatic Jung tumors were fixed and processed for IHC analysis as 

described previously (320). Briefly, 3-f.Lm-thick sections were prepared from each tissue 

sample. Immunostaining reactions for galectin-7 were carried out using the Discovery XT 

automated immunostainer (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ). Deparaffinized 

sections were incubated in cell conditioning solution (pH 8.0) for antigen retrieval and 

then stained for 60 min with an anti-human galectin-7 monoclonal antibody at a 1:150 

dilution. The slides were counterstained with hematoxylin and bicarbonate. Each section 

was scanned at a high resolution (Nanozoomer, Hammamatsu Photonics K.K). A total of 

13 human malignant melanomas and 47 nevus were analyzed from samples obtained with 

a written informed consent and with the approval of the research ethics committee of the 

research center at the Centre Hospitalier de l'Université de Montréal. 
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4.9. ELISA Assays 

Cells were lysed with RIPA lysis buffer at 4°C for 1 h and thcn centrifuged at 

12000 rpm for 20 min at 4°C. Protein concentrations were measured by the Bradford 

method. Amounts of 100 or 200 Jlg of total protein per weil were analyzed using the 

murinc galectin-7 ELISA kit (R & D Systems) according to the manufacturer's 

instructions. For supernatant analysis, aliquots of 4 x 104, 1.3 x 103 and 450 ce lis were 

plated in 96 wells plate in 100 f..lL of culture media and incubated for 24, 48 and 72 h 

respective! y to obtain 100% confluent cells in each weil. The total volume of supernatant 

was used for the ELISA assay. 

4.10. Motility Assay 

Confluent cultures grown in six-weil culture plates were wounded with a 200 f..LL 

pipette tip (time 0) and incubated for 16 h. The wells were inspected with an inverted light 

microscope (Nikon eclipse TE2000-U) using a 10X objective. Images were captured using 

a coolSNAP HQ camera and analyzed using the Metamorph software (Universal lmaging 

Corporation). 

4.11. Transient Transfection 

B16F1 cells and cells from a mix ofthree B16Fl-G7 clones (G7#5, #10, and #14) 

were plated at a concentration of 105 ce lis per weil in six-weil plates and incubated at 37°C 

overnight. Thereafter, cells were co-transfected with 0.2 Jlg of PGL3-EGR-l reporter 

construct and 0.2 Jlg of pRLSV40-Renilla vector, for transfection control, using 5 f..LL of 

Lipofectamine 2000 reagent according to the manufacturer's protocol (lnvitrogen). After 

24 h, transfected ce lis were treated with increasing concentrations of quercetin (0-1 00 

Jlg/mL) for 24 h. Cells were lysed with lOO J.!.L of passive lysis buffer containing PMSF at 

4°C for 1 h and centrifuged for 20 min at 4°C. Equal amounts of protein were analyzed by 

the Dual-Luciferase Assay system according to the manufacturer's instructions (Promega). 

4.12. Statistical Data Analysis 

Data are presented as means ± SD. Student t test was used to test for statistical 

significance that was established at p < 0.05. 
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5.RESULTS 

5.1. Galcctin-7 expression in human melanoma tissues. 

We first conducted an in silico analysis of galectin-7 expression using datasets from the 

Gene Expression Omnibus (GEO) repository of the National Center for Biotechnology 

Information (NC8I). For this purpose, we examined a dataset of microarray data obtained 

from the pro fi ling of 45 malignant melanomas and 18 nevi (GDS 1375) (570). These data 

showed that galectin-7 was detected at the mRNA leve! in ali biopsies of normal skin (n = 
7) and in most biopsies collected from patients with nevi (17/18) (Fig. 3.1a). ln biopsies 

obtained from patients with malignant melanomas, galectin-7 expression was relatively 

rare (9/45) (Fig. 3.lb). Similar expression patterns were also observed for benign versus 

malignant melanoma in a dataset collected from the whole-genome profiling of the 

melanoma progression pathway (GDS1989) (571). Low expression levels of galectin-7 

were also observed in both human and mouse malignant melanoma cell lines (572) (Fig. 

3.1c and supplementary figure SJ.J). Interestingly, however, we found that galectin-7 can 

be upregulated in 816 melanoma ce lis that had been injected subcutaneously into normal 

C578L/6 syngeneic mice (Fig. 3.2a). IHC staining of 816 tumors in galectin-7-deficient 

(KOG7) mi ce confirmed that galectin-7 expression in the 816 tumors was not due to 

expression by surrounding stroma! cells (Fig. 3.2b). Interestingly, a stronger galectin-7 

staining was observed in KOG7 mice as compared to WT mice. The reason for such a 

difference is unclear at present. This upregulation of galectin-7 in 816 melanoma cells in 

vivo was also observed in Jung biopsies of KOG7 mice injected i.v. with 816 cells (Fig. 

3.2c). 

5.2. Generation of a 816 melanoma cellline constitutively expressing galectin-7. 

8ecause overexpression of galectin-7 is known to regulate tumor growth and 

metastasis in multiple tumor cell types, we next investigated whether galectin-7 could 

modulate the growth of primary tumors and the dissemination of metastasis. For this 

purpose, we generated a series of stable 816 transfectants constitutively expressing 

galectin-7 at both the mRNA and protein levels (Fig. 3.3). The transfectants were also co­

transfected with an expression vector encoding the firejly luciferase gene to facilitate in 
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vivo follow-up of metastases to the Jung. As previously reportcd, galectin-7 expression 

was rcstricted to the intracellular compartment and was not detected in the cultured 

supernatant of B 16 transfectants (Fig. 3.3c and supplementary figure S3.2). 

5.3. Galectin-7 reduces the motility, induces resistance to apoptosis and increascs egi·-

1 (Early growth response protein 1) in B16 melanoma cells. 

The expression of galectin-7 in B 16 cells significantly reduced their cellular 

motility (Fig. 3.4). White galectin-7 did not affect the in vitro proliferation rate of the 

cells, it did inhibit their sensitivity to apoptosis induced by quercetin in a dose-dependent 

manner (Fig. 3.5 and supplementary figure S3.3). This effect of galectin-7 on quercetin­

induced apoptosis was concomitant with its ability to upregulate both the mRNA and 

protein levels of EGR-1, consistent with previous results obtained in human colon 

carcinoma cell tine (573). EGR-1 is a master regulator that plays an important rote in a 

variety of cellular processes in cancer cells (574). The ability of galectin-7 to increase 

EGR-1 at the transcriptional lev el in B l6F 1 ce lis was confirmed using a reporter vector 

encoding the egr-1 promoter (Fig. 3.5d). 

5.4. In vivo growth of B16 cells expressing high levels of galectin-7. 

We next investigated whether galectin-7 could modulate the tumor progression of 

816 melanoma cells. For this purpose, we first compared the growth of 816 cells 

expressing high levels of galectin-7 (B 16-07) with control cells (B 16-Sra.). Our results 

showed that mice injected with B 16 cells had similar survival rates regardless of galectin-7 

expression (26 ± 2.3 days (n=12) for galectin-7-expressing cells vs. 25.9 ± 3.7 days (n=12) 

for controls) (Fig. 3.6a). This result was observed in independent experiments using either 

1 x 104 or 5 x 104 cells (data not shown). To study the effect of galectin-7 on melanoma 

metastasis, we used genetically engineered B16F1 cells overexpressing luciferase. This 

cell line mode! facilitates cancer cell detection in target organs with a luciferase assay or 

the ex vivo bioluminescence imaging of organs. Although we observed a time-dependent 

increase in the metastatic Joad in the lung, the number of metastases was similar in mi ce 

injected with galectin-7 transfectant cells compared with those injected with control cells 

(Fig. 3.6b and 3.6c). 
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6. DISCUSSION 

Galectin-7 is normally expressed in stratified epithelia, most notably in the skin 

epidermis. ln cancer, its expression is often altered, although its rote in cancer biology is 

debated. A numbcr of indications have suggestcd that galcctin-7 may potentially be 

important in mclanoma proliferation, invasion, and mctastasis. Like other members of the 

galectin family, galectin-7 has been shown to either positively or negatively modulate 

apoptosis and tumor growth (575). ln colon cancer, for example, galectin-7 has an anti­

tumorigenic function (350), in contrast to its pro-tumorigenic function reported in 

lymphoma, breast cancer, squamous cell carcinoma of the tongue and esophagus, and 

thyroid malignancies (297,320,350,360,362,363). In skin cancer, a recent study has shown 

that galectin-7 is induced during neoplastic transformation of the skin following exposure 

to cypermethrin, a highly carcinogenic insecticide used for agricultural and domestic 

applications (576). Because melanoma represents one of the most dangerous forms of skin 

cancer, we investigated the rote of galectin-7 in melanoma. In the present work, we have 

shown that 1) galectin-7 is rarely expressed in biopsies of rn alignant melanoma, 2) 

galectin-7 redu ces the motility of B 16F 1 ce lis, and 3) galectin-7 increases the resistance of 

816F1 cells to apoptosis and the expression ofEGR-1. We also found that overexpression 

of galectin-7 is insufficient to modulate the growth of primary tumors or the dissemination 

of B 16 melanoma ce lis to the Jung. 

Our data showing that galectin-7 reduces the motility of melanoma cells are novel 

and worth investigating further in the context of the ability of Bcl-2 to bind galectin-7 

(352). Although the functional relevance of such an interaction is likely to explain the 

ability of galectin-7 to modulate apoptosis, it could also be important for cell motility 

because as suggested by a recent study showing that cytop1asmic Bcl-2 inhibits cell 

motility and enhances F-actin polymerization during cell spreading (577). Moreover, 

Villeneuve et al. (352) have shown that in keratinocytes, galectin-7 colocalizes with 

cortactin, an actin-binding protein implicated in membrane ruffle formation. lt is 

noteworthy, however, that reduced in vitro motility did not affect the number of 

metastases to the Jung, suggesting caution when assigning correlations between in vitro 
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and in vivo observations. Although cell motility and/or EGR-1 are likely to be important in 

tumor progression, it is logical to assume that their relative importance is tumor and 

context dependent. 

In silico analysis of public datasets has shawn that galectin-7 mRNA is detected in 

most if not ali nevi. Our IHC data and the fact that galectin-7 is constitutively expressed at 

high levels in skin epidermis suggest that such signal likely represents that presence of 

epithelial cells in the biopsies of nevi. Such explanation may also be true for malignant 

melanoma. These results emphasize the risk of surrounding tissue contamination when 

performing analysis of biopsies. Nevertheless, our results showing that B 16 ce lis do 

express galectin-7 when transplanted in vivo leaves open the possibility that in rare cases, 

galectin-7 could be expressed in malignant melanoma cells. Future IHC analysis on 

normal melanocytes and in a larger number of biopsies of nevus and melanoma are needed 

to determine the utility of galectin-7 as a predictive biomarker in melanoma. Our in vivo 

results using stable transfectants overexpressing galectin-7 suggest, however, that if 

indeed galectin-7 can be found in rare cases ofmelanoma, it probably plays a very limited 

role in tumor growth and apoptosis. The importance of galectin-7 in melanoma is thus 

very distinct from what has been observed in other types of epithelial cancer. 
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8. FIGURE LEGENDS 

Figure 3.1: Galectin-7 expression in human melanoma tissues. A) Percentage of 

positive biopsies of normal skin (n=7), nevus (n=18) and malignant melanoma (n=45), as 

determined by the in silico analysis of galectin-7 expression from a microarray of human 

biopsies (570). B) Representative graph of galectin-7 mRNA expression in each biopsy 

described in (A). C) Detection of galectin-7 by immunohistochemistry in representative 

biopsies of nevi and malignant melanoma. Overall, 13 malignant melanomas and 47 nevi 

were tested. 

Figure 3.2: Increased galectin-7 expression in Bl6Fl primary tumors and Jung 

metastases. Primary tumors were collected at necropsy 18 days after the subcutaneous 

injection of B 16Ft ce lis (Sx 104 ce lis) in C57BL/6 (WT) and galectin-7-deficient mi ce 

(KOG7). (A) RT-PCR analysis of galectin-7 mRNA expression in two B16FI primary 

tumors from WT and KOG7 mi ce in comparison with the B 16F 1 cel! tine. Act in was used 

as a loading and specificity control. B) Immunohistochemistry for galectin-7 in normal 

skin (i, ii) and B 16Ft primary tumors (iii, iv) in WT and KOG7 mice. These galectin-7-

positive structures located in the suprabasal epidermis have been reported before and 

likely represent suprabasal keratinocytes, which are known to express galectin-7 

constitutively (322). Control stained without HRP and in absence of Abs did not show any 

detectable staining in both wt and KOG7 mice. C) Immunohistochemistry for galectin-7 in 

a lung collected 20 days post-injection from one KOG7 mouse injected intravenously via 

the tait vein with B16Fl cells (2x105 cells) in comparison with a normallung. Scale bars 

in ali immunohistochemistry images represent 600 j..~.M. 

Figure 3.3: Validation of Bl6Fl transfectants overexpressing luciferase and/or 

galectin-7. A) RT-PCR analysis for galectin-7 mRNA expression in transfectant cells 

overexpressing galectin-7 with or without luciferase in comparison with a control B 16F l 

celltine (FI). The aggressive murine lymphoma cell tine 819 (+) was used as a positive 

control. Actin was used as a loading and specificity control. B) Luciferase assay of three 

B 16F 1 transfectant ce li tines overexpressing luciferase and cotransfected with pRc­

CMV2-galectin-7 in comparison with the control B16Fl celltine. C) Confocal microscopy 
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for galectin-7 in control BI6FI cells (iii) and galectin-7 transfectant cells (G7#5) (iv); 

these cells were also visualized (i, ii). 

Figure 3.4: Effect of galectin-7 on B16Fl ccli migration. A) Images of the motility 

assay after the wounding of confluent B 1 6F 1 ce lis overexpressing galectin-7 (B 16-G7) or 

contrais (816-Sra) at T=O and T=16 hr. A mixture ofthree clones ofB16F1-G7 was used 

(G7 #5, 10 and 14). B) Representative graph ofthe results obtained in (A). 

Figure 3.5: Effect of quercetin on B16Fl cells overexpressing galcctin-7 on apoptosis 

and EGR-1 expression. B16FI cells overexpressing galectin-7 (+) or contrais (-) were 

treated with various doses of quercetin. A) Apoptotic sensitivity was analyzed by western 

blotting for cleaved PARP-1 detection. B) RT-PCR analysis of galectin-7 and EOR-1 

mRNA expression. C) Western blot analysis for EOR-1 detection, 293 cells transfected 

with EGF were used as a positive control. Actin was used as a loading and specificity 

control. D) Dual luciferase assay of B 1 6F 1 transfectant ce lis overexpressing galectin-7 (o) 

or contrais (•) co-transfected with luciferase reporter plasmids with an EGR-1 promoter 

and pRLSV40-Renilla vector as a transfection control and treated with various doses of 

quercetin for 24 h. A mixture of three clones of B 16F 1-07 was used (07 #5, 10 and 14) 

for ali ofthese experiments. 

Figure 3.6: Effect of galectin-7 in Bl6Fl cells on survival and metastasis in longs. A) 

Survival curve ofC57BL/6 mice injected i.v. with BI6FI transfectant cells overexpressing 

galectin-7 (o) or contrais (+) (2x105 cells) (n= 8-10). B) Luciferase assay of lungs of 

C57BL/6 mice sacrificed at 9, 12, 15 or 18 days after the i.v. injection of a mixture of 

B16FI luciferase transfectant cells overexpressing galectin-7 (+)or control (-) (n = 3-8). 

Normal lungs were used as a negative control (T: 0; n=2). C) Ex vivo imaging of a lung 

metastasis, as seen in (B), of B 16F 1 cells overexpressing galectin-7 (iii and v) or control 

cells (ii and iv) at 9 and 18 days in comparison with control lungs (i). 
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9.FIGURES 

Figure 3.1 
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Figure 3.3 
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Figure 3.4 
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10. CONCLUSION 

L'analyse in silico d'une base de données publique a démontré que I'ARNm de la 

galectine-7 est détectée dans plus de 90% des biopsies de nevus bénins. Les résultats de 

1 'analyse immunohistochimique et le fait que la galectine-7 est hautement exprimée dans 

l'épiderme de la peau suggère que cette expression provient des cellules épithéliales 

retrouvées dans les biopsies de nevus bénins. Cette explication pourrait s'étendre aussi aux 

biopsies de mélanomes malins. Ce résultat démontre le risque de contamination des tissues 

lors de l'analyse des biopsies. Cependant, l'augmentation de l'expression de galectine-7 

dans les tumeurs primaires et secondaires de mélanome B 16Fl suggère que, dans de rare 

cas, la galectine-7 pourrait être exprimée dans les cellules de mélanome malin. Cependant, 

les résultats d'une étude in vivo suggèrent que même si cette protéine était exprimée dans 

les mélanomes, elle ne jouerait probablement qu'un rôle très limité dans la croissance 

tumorale et la dissémination des cellules cancéreuses. L'importance de la galectine-7 dans 

les mélanomes est donc très différente de ce qu'il a été observé dans d'autres types de 

cancers épithéliaux. 

113 



CHAPITRE4 

Discussion générale et perspectives 
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1. Importance de la découverte de la galcctine-7 dans la progression tumorale. 

Au moment d'entreprendre mon projet de thèse, la littérature définissait la 

galectine-7 comme un marqueur de kératinocytes (321 ), mais aussi comme une protéine 

pouvant être impliquée dans la progression tumorale. Comme d'autres membres des 

galectines, la galectine-7 peut moduler positivement ou négativement l' apoptose et la 

croissance tumorale (575). Cette protéine peut avoir une fonction pro- ou anti-tumorale 

dépendamment du type de cancer. Cela a bien été documenté dans des études sur le 

carcinome du colon, les lymphomes et le cancer du sein (297,320,338,350). Son 

expression est aussi modulée dans d'autres types de cancers comme les carcinomes de 

cellules squameuses de la langue et de l'œsophage, les carcinomes cervicaux et les cancers 

thyroïdiens (358,360,362,363). Une étude récente sur le cancer de la peau a démontré que 

la galectine-7 est induite durant la transformation néoplasique de la peau suite à 

l'exposition à la cypermethrin, un insecticide hautement cancérigène qui a des applications 

en agriculture et au niveau domestique (576). Bien que les mélanomes comptent seulement 

pour 4% des cancers dermatologiques, ils sont responsables d'environ 80% des décès 

reliés au cancer de la peau (558). Comme le mélanome représente une des formes les plus 

dangereuses de cancer de la peau, nous avons donc évalué la contribution de la galectine-7 

dans ce type de cancer. Nos travaux présentés au chapitre 3 ont démontré que 1) la 

galectine-7 est rarement exprimée dans les biopsies de mélanomes malins, autant au 

niveau de l' ARNm que de la protéine; 2) la galectine-7 réduit la motilité des cellules de 

mélanome murin B 16F 1 et ; 3) la galectine-7 augmente la résistance des cellules B 16F 1 à 

l'apoptose induite et augmente l'expression de EGR-1. Toutefois, nos études in vivo ont 

démontré que la surexpression de la galectine-7 n'est pas suffisante à elle seule pour 

moduler la croissance des tumeurs primaires, ni la dissémination des cellules B 16Fl aux 

poumons. Cela n'est toutefois pas surprenant, puisque la plupart des gènes pro-cancéreux 

sont généralement incapables à eux seuls de moduler le cancer. Ils doivent coopérer à 

plusieurs niveaux, par exemple dans la résistance à l'apoptose, l'augmentation de la 

motilité et l'échappement du système immunitaire (578,579). 
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1.1. L'expression de galectine-7 est peu fréquente dans les mélanomes. 

La galcctine-7 est exprimée dans plusieurs types de cancers, comme les carcinomes 

thyroïdiens, les cancers agressifs de l'hypopharynx, de l'œsophage et de la langue et les 

cancers du sein (320,360,362,363,564). Nous avons aussi démontré par PCR en temps réel 

que la galcctinc-7 est exprimée dans certains types de lymphomes et leucémies humaines, 

comme les leucémies lymphoïdes chronique et les lymphomes folliculaires (364). Afin 

d'identifier si la galectine-7 est exprimée dans les mélanomes malins, nous avons analysé 

le profil génomique de 45 mélanomes malins et 18 nevus bénins humains (570). L'analyse 

in silico au niveau de 1 'ARNm démontre que la galectine-7 est détectée dans plus de 90% 

des biopsies de nevus bénins, mais très rarement dans les mélanomes malins (9/45). 

Cependant, comme la galectine-7 est exprimée dans 1 'épiderme normal (321) et que les 

résultats de l'analyse immunohistochimique démontrent que la galectine-7 est localisée 

dans une structure définie des biopsies de nevus bénins, comme dans la peau normale, cela 

suggère que l'expression de galectine-7 dans les nevus bénins provient des cellules 

épithéliales normales. Cette explication pourrait s'étendre aussi aux biopsies de 

mélanomes malins. Ceci démontre qu'il faut être prudent lors de l'analyse de biopsies, 

puisqu'il y a un risque de contamination par des cellules péritumorales. Pour cette raison, 

nous avons utilisé des souris déficientes en galectine-7 pour certaines de nos études in vivo 

afin d'outrepasser cette problématique. Des études in vivo ont démontré qu'il y a une 

augmentation de l'expression de galectine-7 dans les tumeurs primaires et secondaires de 

mélanome B 16F 1 ce qui suggère que, dans de rare cas, la galectine-7 pourrait être 

exprimée dans les cellules de mélanome malin. Sa présence dans un pourcentage 

significatif de mélanome pourrait avoir une valeur prédictive clinique, que ce soit au 

niveau de la récurrence, de la réponse aux traitements, ou du taux de survie. Des études sur 

des cohortes plus grandes seront nécessaires afin d'évaluer l'utilité de la galectine-7 

comme bio-marqueur de mélanomes. La galectine-7 pourrait alors s'ajouter à la liste 

actuelle de marqueurs de mélanome constituée, entre autre, des facteurs de transcription 

MITF (microphtalmia-associated transcription factor) et MYC dont l'expression est 

augmentée dans environ 20% des mélanomes, des suppresseurs de tumeurs pTEN et 

CDKN2AP16 qui sont mutés dans une forte proportion des mélanomes (entre 30 et 60%) et 

des kinases ou facteurs de signalisation comme BRAF, NRAS et KIT qui sont mutés dans 
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environ 50, 20 et 1 % des mélanomes, respectivement. Les voies de signalisation les plus 

impliquées dans le mélanome sont la voie MAPK et AKT-PI3K. Des thérapies ciblées 

contre un mutant de BRAF (BRAF-V600E) et de KIT ont donné de bonnes réponses 

cliniques, mais ne sont pas durables. Une combinaison de thérapies est nécessaire (580). 

1.2. Mécanisme d'action de la galectine-7 dans les cellules de mélanome B16Fl. 

Dans le chapitre 3, nous avons voulu déterminer si l'expression de la galectine-7 

dans le mélanome conférait un certain avantage à celui-ci. Nous avons alors étudié son 

impact sur la motilité des cellules de mélanome, sur l'apoptose ainsi que sur l'expression 

du gène Egr-1, une protéine impliquée dans la progression tumorale. 

1.2.1. La galcctine-7 diminue la motilité des cellules de mélanome. 

Nous avons étudié l'effet de la galectine-7 sur la motilité des cellules de mélanome 

en créant une blessure à l'intérieur d'une culture contluente de cellules Bl6Fl 

surexprimant ou non la galectine-7. La mesure de la blessure au temps 0 et après 16 heures 

permet d'évaluer la vitesse de migration de ces cellules à l'intérieur de la blessure. Nos 

résultats démontrent que la galectine-7 réduit la motilité des cellules de mélanome. À ma 

connaissance, la seule étude impliquant la galectine-7 intracellulaire au niveau de la 

motilité cellulaire a été réalisée dans les kératinocytes. Cette étude a démontré que la 

galectine-7 co-localise avec la cortactine, une protéine de liaison à l'actine impliquée dans 

la formation des lamellipodes. De plus, l'utilisation de souris déficientes en galectine-7 a 

permis de démontrer que l'absence de galectine-7 réduisait la motilité de ces cellules (22). 

Nos résultats suggèrent donc un rôle inattendu de la galectine-7 au niveau de la motilité 

cellulaire. Notre découverte pourrait s'expliquer par le fait que la galectine-7 est un ligand 

de Bcl-2, une protéine anti-apoptotique (352) qui inhibe la motilité cellulaire et augmente 

la polymérisation de l'actine-F pendant la dissémination des cellules de cancer du sein, 

lorsqu'elle est présente en grande quantité dans le cytoplasme (577). Ainsi, la galectine-7 

pourrait former un complexe avec Bcl-2 et l'actine, ce qui régulerait la motilité de ces 

cellules. Il serait donc de mise d'explorer cette avenue, étant donné que ces protéines sont 

fortement exprimées dans le cytoplasme des cellules B 16F 1-07. 
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1.2.2. La galectine-7 a une fonction anti-apoptotique dans le mélanome. 

La majorité des mélanomes sont résistants à la chimiothérapie et à la 

l'immunothérapie en raison de leur résistance à l'apoptose (559,560). Bien que plusieurs 

études démontrent que la galectine-7 pourrait avoir une fonction pro-apoptotique 

(326,333,335,350-352,358), d'autres l'associe à une fonction anti-apoptotique 

(22,297,320,359,364,564). Ceci n'est pas surprenant, puisque cela a également été 

documenté pour d'autres galectines, comme la galectine-3 (1 ,481 ). Nous avons donc 

évalué l'implication de la galectine-7 dans le processus apoptotique des cellules 8 16F 1 

surexprimant ou non la galectine-7. Pour ce faire, nous avons traité les cellules Bl6Fl 

surexprimant ou non la galectine-7 avec l'agent apoptotique quercetin et nous avons 

évalué le résultat par immunobuvardage de type Western spécifique pour la détection d'un 

fragment de l'enzyme poly-ADP-ribose polymerase 1 (PARP-1) clivé. La quercetin est un 

flavonoïde naturel et ubiquitaire (581) qui a une activité anti-tumorale reliée à l'arrêt du 

cycle cellulaire et à l'apoptose des cellules cancéreuses (582-584) en diminuant 

l'expression de Bcl-2 comme il a été décrit dans un modèle de mélanome murin Bl6-BL6 

(585). Des études in vitro et in vivo ont déjà démontré que le traitement des mélanomes à 

la quercetin avait des propriétés anti-tumorigéniques en inhibant la prolifération cellulaire, 

la motilité et l'invasion (585-587). La quercetin augmente le clivage de PARP-1 et de la 

caspase-3 dans les cellules de carcinome du colon HCTI16 (573). PARP-1 est une enzyme 

nucléaire qui détecte les cassures au niveau des brins d'ADN (588). De plus, étant donné 

que PARP est un substrat des caspases-3 et -7, la présence des fragments de 89 et 24 kDa 

de PARP-1 est un indicateur de l'activation de ces caspases (589). La présence de PARP-1 

clivé est un des outils les plus utilisés afin de détecter l'apoptose dans plusieurs types 

cellulaires (589). Le résultat de l'immunobuvardage de type Western pour PARP-1 clivé a 

démontré que la galectine-7 rendait les cellules Bl6Fl moins sensibles à l'apoptose 

induite par la quercetin. Cela corrèle aussi avec une autre étude, puisque nous avons 

observé ce même résultat suite au traitement des cellules du cancer du sein murin 

surexprimant ou non la galectine-7 avec l'agent apoptotique, epigallocathechin-3-gallate 

(320). Ce résultat suggère que les mélanomes malins exprimant la galectine-7 pourraient 

être le résultat d'une résistance aux traitements. Il serait donc important d'explorer 

davantage cet aspect. Une étude a démontré que la dépolymérisation de l'actine induit 
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l'apoptose et le clivage de PARP dans les cellules de carcinomes mammaires et la 

surexpression de Bcl-2 augmente la résistance à l'apoptose de ces cellules (590). Étant 

donné que 1) la galectine-7 semble stabiliser l'actine, puisque la formation et la 

stabilisation de l'actine des lamellipodes est anormale dans les souris KOG7 (22) et que 2) 

la galectine-7 induit une résistance au clivage de PARP-1 (352), on peut émettre 

l'hypothèse que la galectine-7 peut induire une résistance à l'apoptose en stabilisant 

I'actine. 

1.2.3. Augmentation de l'expression du gène Egr-1 dans les cellules B16Fl 

surexprimant la galectine-7. 

EGR-1 joue un rôle important dans plusieurs processus des cellules cancéreuses 

(574). En fait, ce facteur de transcription peut avoir des fonctions pro- ou anti-tumorales 

dépcndamment du type de cancer ( 416-421 ). Nos résultats autant au niveau 

transcriptionnel que protéique ont démontré que la quercetin augmente l'expression du 

gène Egr-1 dans les cellules BI6Fl, ce qui corrèle avec les résultats de Lim dans les 

cellules de carcinome du colon HCT116 (573). Par ailleurs, nous sommes les premiers à 

avoir démontré que la galectine-7 joue un rôle dans l'expression du gène Egr-1. Nous 

pouvons supposer que cette augmentation de EGR-1 dans les cellules B 16F 1 surexprimant 

la galectine-7 pourrait corréler avec la diminution de la sensibilité à 1 'apoptose de ces 

cellules traitées à la quercetin. Quelques études ont démontré que EGR-1 peut avoir un 

rôle anti-apoptotique. Par exemple, l'inhibition de EGR-1 par ARN interférent a permis 

d'inhiber la croissance des cellules de cancer de la prostate humain (PC3) (591). De plus, 

la surexpression de EGR-1 dans les cellules de fibrosarcome (HTl 080) mène à 

l'augmentation de la survie suite à un dommage à l'ADN (592,593). La fonction anti­

apoptotique de EGR-1 peut s'expliquer par une augmentation de l'activité FAK (focal 

adhesion kinase) (594) et la diminution de l'expression des caspases-3 et -8 (592). FAK 

est une tyrosine kinase qui se localise au niveau des points de contact entre les cellules et 

leurs substrats. Cette protéine joue un rôle au niveau de l'interaction entre les cellules et la 

MEC et agit comme un signal de survie. L'atténuation de FAK, par desanti-sens, induit 

l'apoptose dans les cellules tumorales (594). En ce qui à trait à la régulation des caspases 

par EGR-1, ce mécanisme de régulation est encore mal connu, mais EGR-1 pourrait 
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inhiber leur transcription ou pourrait activer un inhibiteur de caspase (592). Ccci 

expliquerait la diminution du clivage de PARP-1 dans les cellules B 16F 1 sUI·exprimant la 

galectine-7. 

1.2.4. La surexpression de galectine-7 n'est pas sufftsante pou•· affecter l'agressivité 

du mélanome. 

Bien que la motilité cellulaire, l'expression de EGR-1 et l'apoptose sont des 

facteurs importants dans la progression tumorale, leur importance dépend également de la 

tumeur et du microenvironnement. L'augmentation de l'expression de galectine-7 dans les 

tumeurs primaires et secondaires de mélanome B 16F 1 suggère que, dans de rare cas, la 

galectine-7 pourrait être exprimée dans les cellules de mélanomes malins. Cependant, bien 

que les études in vitro démontrent que la galectine-7 aurait un rôle à jouer au niveau de la 

motilité cellulaire, de l'expression de EGR-1 et de l'apoptose, les études in vivo utilisant 

des transfectants stables surexprimant la galectine-7 suggèrent que même si la galectine-7 

pourrait être exprimée dans les mélanomes, cette protéine ne jouerait probablement qu'un 

rôle très limité dans la croissance tumorale et l'apoptose. L'importance de la galectine-7 

dans les mélanomes est donc très différente de ce qu'il a été observé dans d'autres types 

de cancers épithéliaux. Par contre, ce phénomène n'est pas surprenant, car la 

dissémination des cellules cancéreuses et la croissance de la tumeur primaire requièrent un 

ensemble de propriétés contrôlées par des changements génétiques multiples. Il est rare 

qu'un seul gène fasse la différence. Le fait qu'on ait démontré que la surexpression de 

galectine-7 faisait la différence au niveau des modèles de cancer du sein (4TI) (320) et de 

lymphome (l64T2) (338), suggèrent que ces cellules étaient possiblement plus 

métastatiques que B l6F l. 
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2. Utilisation de modèles morins. 

2.1. Modèle cellulaire de mélanome morin Bl6Fl. 

Nous avons développé un modèle cellulaire de mélanome murin transformé 

génétiquement afin de surexprimer la galectine-7. Nous avons utilisé la lignée cellulaire de 

mélanome murin Bl6F1, qui est un modèle très utilisé pour les études sur le mélanome. 

Ce modèle a été développé par Isaac Fidler en 1973 (595). Les cellules B 16 proviennent 

d'un mélanome développé chez une souris C57BL/6 dans les années 1960. Par la suite 

Fi dier a établi plusieurs lignées cellulaires dérivant des cellules B 16 en effectuant une 

série de passages in vivo par injection intra-veineuse. Les cellules B 16F 1 correspondent 

aux cellules métastatiques retrouvées dans les poumons suite au premier passage in vivo. 

Ces auteurs ont aussi démontré que le nombre de passages in vivo corrèle avec 

l'agressivité des cellules, comme il a été démontré dans notre laboratoire avec un modèle 

de lymphomes (496). Une autre étude effectuée dans notre laboratoire a démontré que la 

galectine-7 est surexprimée dans une lignée de lymphome agressif établie suite à plusieurs 

passages in vivo, comparativement à la lignée parentale non agressive (338). Nous avons 

donc évalué, par RT-PCR, l'hypothèse selon laquelle la galectine-7 serait surexprimée 

dans les cellules de mélanome B 16F 10 comparativement aux cellules B 16F 1 qui sont 

moins agressives. Cependant, nous n'avons pas observé d'expression significative de cette 

protéine dans ces deux types cellulaires. Il est possible que la galectine-7 soit réprimée 

dans ces cellules par des mécanismes épigénétiques. D'ailleurs, l'ajout de 5' -aza-Cdr aux 

cellules B16Fl a permis d'augmenter l'expression de galectine-7 dans ces cellules 

(Annexe B), comme il a été démontré dans les cellules de lymphome 267 et 164T2 (338). 

Notre modèle cellulaire de mélanome murin consiste en des cellules B 16F1 

génétiquement modifiées afin de surexprimer la galectine-7 et/ou la luciférase. Ces 

cellules transformées ont été produites par transfection stable. Le gène de la luciférase a 

été utilisé afin de faciliter l'étude des métastases in vivo par imagerie bioluminescence ou 

par essai luciférase. 
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2.2. Souris déficientes pour la galectine-7. 

Des souris déficientes en galectine-7 ont été générées par le groupe de Françoise 

Poirier à l'Institut Jacques Monod à Paris (22). Ces souris sont viables, se reproduisent 

normalement et démontrent un phénotype normal. Dans notre étude, ce modèle s'avérait 

un outi 1 idéal afin de démontrer que 1 'expression de galectine-7 dans les tumeurs primaires 

et les métastases de mélanome B 16F 1 provenant des cellules tumorales et non des cellules 

péritumorales. Nous avons démontré par RT-PCR et immunohistochimie que la galectine-

7 est exprimée par les cellules de mélanome murin Bl6Fl dans les tumeurs primaires des 

souris KOG7 et C57BL/6 (WT). De plus, la galectine-7 est aussi exprimée dans les 

cellules B 16F 1 des métastases aux poumons suite à une injection intra-veineuse dans les 

souris KOG7. Les résultats d'immunohistochimie suggèrent aussi que la galectine-7 est 

plus exprimée au niveau protéique dans les tumeurs primaires des souris KOG7 que WT. 

Ceci sera discuté davantage dans les perpectives (section 3). 

2.3. Développement d'un nouveau modèle in vivo de bioluminescence: Souris 

génétiquement modifiées afin d'exprimer la luciférase sous le contrôle du promoteur 

du gène mmp-9 dans les cellules stromales. 

Pour de nombreux cancers, les niveaux d'expression et d'activité enzymatique des 

MMP sont des données fondamentales pour élucider le rôle physiologique de ces enzymes 

dans le microenvironnement tumoral. Il est connu que l'expression de MMP-9 par les 

cellules cancéreuses joue un rôle important dans la progression tumorale (538). Plusieurs 

études ont aussi démontré que la sécrétion de MMP-9 par les cellules péritumorales 

contribue également à la croissance tumorale et à la métastasie, comme c'est le cas dans 

les mélanomes (490,494,536,550-552). Cette habilité des cellules tumorales à induire 

l'expression du gène mmp-9 dans les cellules péritumorales a surtout été démontrée à 

l'aide de modèles in vitro en raison des difficultés rencontrées dans l'étude in vivo, 

puisque MMP-9 peut être exprimé par les deux types cellulaires (390,553-555). Dans le 

cas du mélanome, l'augmentation de l'expression du gène mmp-9 dans les cellules 

cancéreuses est un phénomène bien connu (532,533). Cependant, aucune étude n'avait 

démontré clairement la capacité des cellules de mélanome à induire l'expression du gène 

mmp-9 dans les cellules stromales. 
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2.3.1. Techniques d'imagerie in vivo. 

Plusieurs techniques d'imageries ont permis d'étudier l'expression et/ou l'activité 

des MMP in vivo, comme le FRET (transfert d'énergie par résonnance de type Forster), la 

tomographie par émission de positons (TEP), la tomographie d'émission monophotonique 

(TEMP) ct l'imagerie par résonance magnétique nucléaire (IRM). Mohan et ses collègues 

ont démontré l'importance de MMP-9 dans la progression tumorale en utilisant des souris 

transgéniques utilisant un fragment de 522 pb du promoteur du gène mmp-9 de lapin 

fusionné au gène de la béta-galactosidase (556). Lors de notre étude, décrite au chapitre 2, 

nous avons plutôt opté pour un modèle murin transgénique dont le promoteur du gène 

mmp-9 est fusionné au gène de la luciférase. Notre modèle diffère de celui de Mohan aussi 

au niveau moléculaire puisque nous avons utilisé la séquence de 681 pb de la région 5' du 

promoteur du gène mmp-9 murin qui est bien caractérisée (440). De plus, notre modèle 

peut permettre, dans certain cas, l'étude de l'induction du transgène par imagerie non­

invasive en temps réel grâce à des équipements de bio-imagerie standard. Ce modèle 

pourra être utilisé pour déterminer des modulateurs pharmacologiques qui inhiberaient la 

surexpression MMP-9 dans les cellules péritumorales ou pour étudier si des facteurs de 

croissance, produit par les cellules tumorales, induisent l'expression du gène mmp-9 dans 

les cellules péritumorales.Brefs, pour des études fondamentales appliquées. 

2.3.2. Imagerie bioluminescente. 

Le gène 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 l' ATP et qui résulte en l'émission de photons pouvant être 

détectés (596). Le traitement des souris par des injections intraveineuses de D-luciférine 

permet, à l'aide d'une plateforme d'analyse comportant un système de caméra pour 

l'imagerie rapide d'animal anesthésié (imagerie in vivo) ou en post-mortem (imagerie sur 

les organes ex vivo), de déterminer les endroits où le promoteur du gène mmp-9 est activé 

(597). La mesure de bioluminescence permet d'évaluer l'activation transcriptionnelle du 

promoteur du gène mmp-9 par les cellules stromales. De telles études ont déjà été 

effectuées avec le promoteur du gène mmp-1 3 dans un modèle de réparation de blessures 

(598). 
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2.3.3. Validation du modèle murin transgénique proMMP-9-Luc. 

Dans le chapitre 2, nous avons démontré que le schéma d'expression du transgène 

dans les souris proMMP-9-Luc était similaire à celui du gène mmp-9 endogène que ce soit 

dans des conditions normales ou suite à des stimuli. Nous avons observé une expression 

constitutive du transgène dans la moelle osseuse, ce qui corrèle avec la forte expression de 

mmp-9 endogène retrouvée normalement dans les os (377). De plus, l'injection de 

lipopolysaccharides (LPS) par voie intra-péritonéale a permis d'augmenter 

significativement le signal de bioluminescence dans le foie, qui est la cible principale du 

choc septique causé par le LPS (544). Ce modèle a aussi permis de démontrer que les 

cellules de mélanome Bl6Fl, injectées par voie sous-cutanée, peuvent activer le 

promoteur du gène mmp-9 dans les cellules stromales des poumons et de la rate des souris 

transgéniques. Ce modèle de souris trangénique sera utile afin d'identifier quelle 

population cellulaire exprime MMP-9 lors d'une interaction bidirectionnelle entre les 

cellules cancéreuses et les cellules péritumorales. C'est un avantage important, puisqu'il 

est difficile de déterminer quel type cellulaire, entre les cellules cancéreuses et 

péritumorales, sécrète MMP-9 lors des différentes étapes de la progression tumorale 

(390,490,493). Ce modèle d'imagerie à bioluminescence pourra faciliter l'évaluation de 

l'activation du gène mmp-9 dans les cellules stromales dans des contextes de progression 

tumorale ou de maladies inflammatoires. Ce modèle a d'ailleurs été utile dans le cadre 

d'une recherche sur EGR-1 dans les lymphomes où il a permis de déterminer que les 

lymphomes sm·exprimant EGF pouvait moduler l'expression du gène mmp-9 dans les 

cellules thymiques de l'hôte (412). 

2.3.4. Limitation du modèle. 

Nous avons démontré, suite à l'injection de dexaméthasone (puissant agent anti­

inflammatoire) qu'il est possible d'évaluer l'activation du transgène dans les pattes des 

souris transgéniques suite à des mesures répétées de l'activité luciférase dans les souris 

vivantes. Cependant, la forte bioluminescence provenant de l'abdomen complique les 

études in vivo sur des organes spécifiques dans 1 'abdomen. Dans ce cas, il est essentiel de 

procéder à de l'imagerie ex vivo et/ou à la mesure de l'activité de la luciférase ex vivo sur 

des extraits de tissus, ce dernier étant plus sensible et quantitatif. 
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2.3.5. Relation entre la galectine-7 ct MMP-9. 

Plusieurs études suggèrent que la galectine-7 pourrait moduler l'agressivité des 

cellules cancéreuses en augmentant l'expression de MMP-9 dans les lymphomes murins 

agressifs (297), les cellules HeLa (297,366) et les cellules de carcinome du larynx humain 

(368). Les récepteurs de la galectine-7 sont encore inconnus, mais plusieurs glycoprotéines 

pourraient être impliquées étant donné que les galectines lient les p-galactosides. Cette 

relation a seulement été démontrée dans les cellules cancéreuses. Étant donné que MMP-9 

peut être exprimée autant par les cellules tumorales que stromales, nous avons évalué 

l'effet de la galectine-7, exprimée par les cellules cancéreuses, sur l'expression du gène 

mmp-9 dans les cellules stromales. Pour ce faire, nous avons injecté les cellules B 16F 1 

surexprimant ou non la galectine-7, par voie sous-cutanée, dans les souris transgéniques 

proMMP-9-Luc. Nos résultats ont démontré que la surexpression de galectine-7 dans ces 

cellules cancéreuses Bl6Fl n'affecte pas l'expression du gène mmp-9 dans les cellules 

stromales de la rate, des poumons et du foie des souris transgéniques en comparaison aux 

cellules témoins (Annexe C). Cela pourrait probablement s'expliquer par le fait que la 

galectine-7 est localisée dans le cytoplasme des cellules Bl6Fl et n'est pas sécrétée, ce qui 

a été démontré dans le chapitre 3. 
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3. Perspectives. 

L'étude de la galectine-7 dans les mélanomes a permis de démontrer que cette 

protéine n'a pas toujours un rôle important dans la progression tumorale (Chapitre 3). 

Toutefois, étant donné que la galectine-7 est exprimée dans les tumeurs primaires ou 

secondaires de mélanome murin Bl6Fl, cela suggère que cette protéine peut être exprimée 

dans cet1ains types de mélanomes malins. Il serait intéressant d'étudier un plus grand 

nombre de biopsies par immunohistochimie afin d'évaluer l'utilité de la galectine-7 

comme bio-marqueur de mélanomes. Toutefois, il faut porter une attention particulière à 

1 'expression de la galectine-7 par les cellules épithéliales. 

Les résultats de l'analyse immunohistochimique sur les tumeurs primaires des 

souris ayant été injectées avec les cellules Bl6Fl suggèrent, par l'intensité de la 

coloration, que la galectine-7 est plus exprimée au niveau protéique dans les tumeurs des 

souris déficientes en galectine-7 (KOG7) que dans les souris normales (WT) (Chapitre 3). 

L'analyse d'un nombre significatif de tumeurs permettrait d'évaluer si l'expression de 

galectine-7 par les cellules péritumorales pourrait affecter l'expression de la galectine-7 

dans les cellules de mélanome B 16F 1. Des études in vivo dans les souris KOG7 pourraient 

aussi nous renseigner sur l'impact de l'expression de la galectine-7 par les cellules 

péritumorales sur la croissance et la dissémination de ces cellules. 

Des études in vitro utilisant des cellules de mélanome B 16F 1 surexprimant la 

galectine-7 a permis de démontrer que cette protéine diminue la motilité de ces cellules. 

Afin de comprendre le mécanisme par lequel la galectine-7 diminue la motilité, nous 

pourrions vérifier si la galectine-7 se lie à l'actine et à Bcl-2, puisque cette dernière est 

reconnue comme étant un ligand de la galectine-7, inhibe la motilité cellulaire et augmente 

la polymérisation de l'actine lorsqu'elle est présente en grande quantité dans le cytoplasme 

des cellules du cancer du sein (577). Une analyse de la liaison de la galectine-7 avec 

l'actine ou avec Bcl-2 pourrait se faire par microscopie confocale avec des anticorps 

spécifiques couplés à différentes molécules fluorescentes . De plus, une 

immunoprécipitation, suivi d'un immunobuvardage de type Western pourraient être 

utilisées afin d'identifier les ligands de la galectine-7 dans les cellules Bl6Fl 
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surexprimant la galectine-7. Les protéines purifiées seraient identifiées par spectrométrie 

de masse en chromatographie liquide (LC-MS/MS). Si Bcl-2 est un ligand de la galectine-

7 dans ces cellules il serait possible d'utiliser un inhibiteur de Bcl-2 (exemple : BH31-2' 

(599)) ou des anti-sens de Bcl-2 afin de vérifier que cette protéine est impliquée dans la 

diminution de la motilité cellulaire en reprenant l'essai de motilité utilisé dans notre étude. 

Afin d'étudier le mécanisme par lequel la galectine-7 augmente la résistance à 

l'apoptose induite par la quercetin dans les cellules de mélanome murin Bl6F1, nous 

pourrions étudier l'hypothèse selon laquelle la galectine-7 induit une résistance à 

l'apoptose en stabilisant l'actine. Si les résultats de l'analyse de microscopie confocale et 

d'immunoprécipitation confirme que l'actine est un ligand de la galectine-7, nous 

pourrions étudier l'effet d'un inhibiteur spécifique de la polymérisation de l'actine, 

comme la lantrunculine (600), sur le clivage de PARP-1 dans les cellules B 16F 1 

surexprimant ou non la galectine-7. 

Les résultats qui suggèrent que la galectine-7 induit une résistance à l'apoptose 

dans les cellules B 16Fl et 4Tl (320) nous incite à étudier l'effet de la galectine-7 sur la 

résistance des cellules de cancer du sein à l'apoptose induite par des agents 

chimiothérapeutiques (exemple: cyclophosphamide (CYC) 5-fluorouracil (5FU) (601)). 

L'étude se ferait sur les cellules du cancer du sein au lieu des cellules de mélanome, 

puisque dans ce modèle tumorale la galectine-7 a un rôle important dans la dissémination 

et plusieurs modèles cellulaires expriment constitutivement un haut niveau de galectine-7. 

Nous pourrions tester la capacité des agents chimiothérapeutiques à induire l'apoptose 

dans les cellules de cancer du sein n'exprimant pas la galectine-7 (4Tl (murin), et MDA­

MB-231 (humain)) ou l'exprimant (transfectant 4Tl-G7 et MDA-MB-468). Ainsi, nous 

pourrions savoir si les cellules surexprimant la galectine-7 sont plus résistantes que celles 

qui ne l'expriment pas. 

La relation entre la galectine-7 et EGR-1 pourrait avoir un rôle à jouer dans la 

sensibilité à l'apoptose des cellules de mélanome. En fait, la galectine-7 potentialise 

l'augmentation de l'expression du gène Egr-1 suite au traitement des cellules B16F1 à la 
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quercetin (Chapitre 3) et des études ont démontré que EGR-1 peut avoir un rôle anti­

apoptotique dans certains types de cancer (592). Nous pourrions évaluer l'effet de EGR-1 

sur l'apoptose en transfectant des ARN interférents spécifique à Egt·-1 dans les cellules 

B 16F 1 surexprimant la galectine-7. Ces cellules seraient traitées avec la quercetin et 

l'apoptose serait évaluée par l'analyse de PARP-1 clivé en immunobuvarage de type 

Western en comparaison aux cellules témoins. De plus, l'hypothèse selon laquelle EGR-1 

pourrait affecter négativement la transcription de la caspase-3 pourrait être étudiée par 

transfection transitoire. Ainsi, un vecteur contenant un gène luciférase sous le contrôle du 

promoteur de la caspase-3 pourrait être transfectées dans les cellules B l6F 1 surexprimant 

ou non EGR-1 suite à la transfection d'un vecteur contenant le gène EGR-1 sous le 

contrôle d'un promoteur fort. Ces cellules seraient alors traitées à la quercetin et 

l'activation transcriptionnelle de la caspase-3 seraient évaluée par essai luciférase. 

L'expression de EGR-1 et de la caspase-3 dans ces cellules serait aussi contrôlée par 

immunobuvardage de type Western. 

Nous n'avons pas étudié comment la galectine-7 induit l'expression du gène egr-1 

dans les cellules B 16F 1. Parmi les pistes possibles, il serait intéressant de vérifier si les 

facteurs de croissance NGF ou HGF sont impliqués dans cette induction. En fait, une 

étude a démontré que EGR-1 est induit dans les glandes salivaires suite à la sécrétion de 

NGF (nerve growth factor) par les cellules de mélanomes (602). Il serait intéressant de 

vérifier si les transfectants B 16Fl surexprimant la galectine-7 sécrètent plus de NGF et si 

l'addition de NGF induit l'expression du gène egr-1 dans les cellules B 16F 1, et que celle­

ci est potentialisée par la gal-7. Un autre at1icle a démontré que le gène egr-1 est induit 

dans les cellules de mélanome par HGF (hepatocyte growth factor) sécrété par les cellules 

mésenchymateuses (603). HGF se fixe sur le récepteur e-MET des mélanomes et peut 

stimuler la croissance et l'invasion des cellules tumorales. De plus, une signalisation 

aberrante HGF/c-Met est impliquée dans un grand nombre de cancers, incluant les 

mélanomes. Nous pourrions vérifier si HGF induit l'expression du gène e&71"-1 et si la 

galectine-7 potentialise cette induction dans les mélanomes 
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L'analyse de bioluminescence à partir du modèle transgénique murin proMMP-9-

Luc a démontré que la sUI·expression de galectine-7 dans les cellules Bl6Fl n'affecte pas 

l'expression du gène mmp-9 dans les cellules stromales de la rate, des poumons et du foie 

(Chapitre 2). Cependant, cette relation hôte-tumeur entre ces protéines pourrait être 

étudiée avec d'autres types de cancers, comme les lymphomes ou les carcinomes du 

larynx, dans lesquels il a été démontré que la galectine-7 augmente l'expression du gène 

mmp-9 dans les cellules cancéreuses (297,368). Les souris transgéniques proMMP-9-Luc 

ne sont pas seulement utiles à l'étude de l'expression du gène mmp-9 dans les cellules 

péritumorales suite à l'injection de cellules cancéreuses surexprimant la galectine-7. Ce 

modèle d'imagerie à bioluminescence peut faciliter l'évaluation de l'activation du gène 

mmp-9 dans les cellules stromales dans des contextes de progression tumorale ou de 

maladies inflammatoires. Ce modèle peut aussi être utilisé pour évaluer des modulateurs 

pharmacologiques qui inhiberaient la surexpression de MMP-9 dans les cellules 

péritumorales ou pour étudier si des facteurs de croissance, produit par les cellules 

tumorales, induisent l'expression du gène mmp-9 dans les cellules péritumorales. Brefs, 

pour des études fondamentales appliquées. 
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Conclusion générale 
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Mes travaux ont permis de démontrer que la galectine-7 ne semblait pas exprimée 

dans les biopsies de mélanomes malins humains. Cependant, l'induction de l'expression 

de la galcctine-7 dans les tumeurs primaires et les métastases aux poumons d'un modèle 

de mélanome murin B l6F 1 suggère que cette protéine pourrait être exprimée dans les 

cellules de mélanome malin. De plus, les études in vitro ont démontré que la galcctinc-7 

réduit la motilité des cellules de mélanome murin BI6Fl, qu'elle augmente la résistance 

des cellules Bl6FI à l'apoptose induite et augmente l'expression de EGR-1. Malgré cela, 

des études in vivo ont suggéré que la surexpression de la galectine-7 n'est pas suffisante à 

elle seule pour moduler la croissance des tumeurs primaires, ni la dissémination des 

cellules B 16F 1 aux poumons. Même si la galectine-7 pourrait être exprimée dans les 

mélanomes, cette protéine ne jouerait probablement qu'un rôle très limité dans la 

croissance tumorale et l'apoptose. L'importance de la galectine-7 dans les mélanomes est 

donc très différente de ce qu'il a été observé dans d'autres types de cancers épithéliaux. 

Dans l'ensemble, ces résultats représentent une avancée sur nos connaissances des 

fonctions de la galectine-7. 

D'autre part, même si notre modèle murin proMMP-9-Luc n'a pas démontré de 

relation entre l'expression de la galectine-7 dans les cellules tumorales et celle de mmp-9 

dans les cellules stromales, ce modèle reste d'une très grande utilité pour des études pré­

cliniques, que ce soit pour tester des modulateurs pharmacologiques qui inhiberaient la 

surexpression MMP-9 dans les cellules péritumorales ou pour tester si des facteurs de 

croissance, produits par les cellules tumorales, induisent l'expression du gène mmp-9 dans 

les cellules péritumorales. 
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Potential directions for drug development against 

galectin-7 in cancer 

St-Pierre Y., Biron-Pain K., Campion C., Lavoie G., Bouchard F., Couillard J. 
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Yves St-Pierret, Katherine Biron-Pain, Carole Campion, Geneviève Lavoie, 
Frédéric Bouchard & Julie Couillard 
INRS-lnslitut Amzand-Frappicr. /.aval Qulbcc, Canada 

Background: Galectins are a family of proteins defined by having at !east 
one characteristic carbohydrate recognition domain (CRD) with an affinity 
for beta-galactosides. Over the recent years, with a better understanding of 
their rote in normal and pathological conditions, they have emerged as 
promising diagnostic and therapeutic targets in cancer. Whereas most of 
these studies have focused on galectin-1 and galectin-3, very little attention 
has been paid to galectin-7, a member of the family that has recently been 
associated with various forms of cancer. Objective: We review the rote of 
galectin-7 in cancer and examine the possible directions that could be 
exploited to inhibit its role in cancer on the basis of recently identified 
galectin ligands. Conclusion: Although efforts have been made to develop 
drugs aimed at inhibiting the cancer-promoting propensity of galectins, 
most of these inhibitors were specifie for the CRD region of the molecule 
and have focused on extracellular functions of galectins. However, galectins 
may also be involved in protein-protein interactions, most notably in the 
nucleus. As galectin-7 is expressed in the cytoplasm and the nucleus in cancer 
cells, it will be important to investigate its nucleocytoplasmic trafficking 
and how putative drugs will affect its functions in cancer. 

Keywords: anrisense, cancer, carbohydrate recognition domain, galectins, metastasis, peptides, 
srrucrure-based drug design 

Expm Opin. Drug Discov. (2009) 4(6):1-10 

1. Introduction 

Inhibition of galecrins for the treatment of diseases, such as cancer and inflammation, 
has recently become an area of intense interest. One of the reasons why simple 
and effective drugs for inhibiting selective galectins have seldom emerged is probably 
that only limited research groups have so far been involved in this area of 
research. The low-affinicy carbohydrate-mediated interactions also impair the 
development of affinicy/seleaive inhibitors. lt is, therefore, essemial to gain a bctter 
knowledge of their functions so as to approach them from new perspectives to 
possibly design novel ways ro interfere with irs function or wirh their regulation 
ar the gene leve!. Here, we use galectin-7 as an example. The functional mechanism 
of this member of the galecrin family remains largely unknown, yet there 
are increasing indications that inhibiting irs functions may prevent merastasis 
and neoplastic progression. We predict that looking at galectins from a fresh 
angle will lead to the development of drugs thar could be used to prevent their 
tumorigenic functions. 

10.1517117460440902926399 C 20091nforma UK Lld ISSN 1746-0441 
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Galectln-7 in cancer 

2. Galectins 

Galectins constituee a family of !ecrins defined by shared 
consensus amino acid sequences and affinity for bera-galacrose­
containing oligosaccharides 111. The binding of a glycoepirope 
depends on the presence of a carbohydrate recognition 
domain (CRD) of- 130 aa locared in the C-rerminal end 
of the prorein 12,31. Galecrins are normally found in the 
cytoplasm or in the exrracellular space. ln the latter case, 
this is probably owing ro a non-classical secretory parhway, 
as ali members do not have a signal sequence, which would 
be required for prorein secretion rhrough the classical secre­
tory parhway. ln the extracellular space, galecrins can rhus 
bind and crosslink cell-surface glycoconjugares, sorne of 
which are rransmembrane proteins, thereby rriggering a cascade 
of rransmembrane signaling events 14-71. For example, galectin-9 
can interacr wirh carbohydrates on Tim-3 expressed on the 
surface ofT helper type 1 (THI) cells, thereby inducing the 
cell dearh pathway in TH 1 cells and rhus downregularing 
T 1.1J responses [8(. There is, however, increasing evidence 
thar galectins are also cxpressed in the nucleus of various cell 
types. Whereas galecrin-1 has been found in the nucleus of 
normal T lymphocytes subpopularions 191, high levcls of 
galectin-3 in the nucleus have been associared wirh rumor 
progression of melanoma cells 1101. Translocation of galecrin-1 
ro the nucleus has also bcen shown ro occur after rreatment 
wirh chemorherapeuric agems 1111. This suggests thar its 
activity is highly regulated ar the cell leve!, in addition ro 
being specifie ro cel! types and developmenral stage 11. 121. ln 
facr, galectins are important in severa! physiological processes, 
including embryonic development, wound healing, apoprosis, 
intercellular adhesion, cell migration and the immune 
response. Most imporrandy, rhere are severa! srudies showing 
thar abnormal galecrin acrivity is associared with rumorigenesis 
and promores merasrasis 1131. 

3. Galectin· 7 

Galecrin-7 was initially described as a marker of the dilferen­
tiarion of keratinocytes by Magnaldo and colleagues 114(. 
Galectin-7 is also expressed in the sheath of the haïr follicle, 
in the esophagus and oral epithelia, in the cornea and the 
Hassal's corpuscles of the thymus 1151. lt is essential in epithelial 
cell migration and in the re-epithelization of corneal and/or 
epidermal wounds [16-181. Galectin-7 is also strongly associared 
with ultraviolet B (UVB)-induced apoprosis in epidermis as 
sunburn cell corresponding ro apoprotic keratinocytes express 
abnormally high levels of galectin-7 1191. ln fact, galectin-7 
was almost exclusively considered a negative rcgularor of cell 
proliferation since its discovery by the group of Bert 
Vogelstein as one of the 14 transcripts our of 7,202 induced 
in colorecral cancer cells by the expression of p53, whose 
main function is to control apoptosis 1201. Indced, whereas 
sorne researchers have shawn thar galcctin-7 can induce 
apoptosis in HeLa cells 1211 or overcome the chemoresistance of 

urodtelial carcinoma cells 1221, others have shown thar binding 1 07 
of galectin-7 to cell surface receprors can trigger signais thar 
in facr reduce neuroblastoma cell growth, alrhough wirhout the 
characteristic features of apoptosis 1231. Similar results have llO 
been found in the DLD-1 colon cancer cells 1241. This ability 
of galecrin-7 to induce apoprosis in sorne type of cancer cclls 
is not surprising. ln fact, ir is reminiscent of orher members 
of the galecrin family, such as galecrin-3, galecrin-8 and 
galectin-9, which have also been shown ro induce apoptosis 115 
in different types of cancer cell tines 125.261. 

4. Galectin-7 in tumor progression 

At first glanee, galecrin-7 should aid in the elimination of 120 
rumor cells because its expression is induced by p53 and it 
is uprcgulated in apoptoric cells. Ir may also reduce tumor 
growth independendy from apoptosis, as suggested by 
Matsui and colleagucs 1221 who showed thar alrhough over­
expression of galecrin-7 alone, following gene rransfcr in 125 
bladder tumor-derived cell tines, did not induce apoprosis 
per se, ir was nonetheless sufficient ro confer increased 
susceptibility ro cis-diamminedichloroplatinum (CDDP)-induced 
cell killing in vitro. 

ln sharp contrast ro the inruirively negative rotes playcd 130 
by galectin-7 in colon cancer, however, Lu et aL 1271 reporred 
thar galectin-7 is over-expressed in chcmically induced 
experimental mammary carcinomas. These aurhors have spe­
cifically shown thar the expression of galecrin-7 was resrricrcd 
ro the mammary tissue and was nor derected in any orher 135 
tissues cxamined in the adulr rat, rhus providing the first 
indication rhat galecrin-7 could be associarcd wirh rumor 
progression. Rorive et al. 1281 tarer obscrved thar galecrin-7 
expression was markedly higher in different forms of papillary 
carcinomas rhan in benign rhyroid rumors. High levels of 140 
galectin-7 expressions have also been associated with rapid 
recurrence rares and dismal prognosis in stage IV hypopha­
ryngcal squamous cell carcinomas 129(. Following this tine of 
investigation, our laborarory showed thar galecrin-7 was consti­
rurivcly expressed in aggressivc lymphoma variants, at borh 145 
mRNA and protein lcvels 1301. ln facr, wc found thar whereas 
galeccin-7 is not detecrable in normal lymphocyte populations 
ofT and B cell origins, ir is cxpresscd at very high levels in 
various populations and T and B lymphoma cells 1311. 

Whcreas the analyses presented earlicr providcd evidence ISO 
thar galcctin-7 was expressed at higher levels at a specifie 
stage of neoplastic progression or was absent in the healrhy 
srate, they did not determine wherher its presence was in 
any way associared wirh the disease process or wherher ir 
was merely an ancillary event. Our recent work in lymphoma, 155 
however, has provided compelling evidence thar galectin-7 plays 
a central role in disease progression. Using an experimental 
mouse model, wc found thar mice injecred with lymphoma 
rransfecranrs, expressing galecrin-7 constirutively, developed 
large mcrasratic tumors in the liver and kidneys wirh a massive 160 
infiltration of tu mor cells in the parcnchyma. In conrrast, in 161 
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mice injected with control lymphoma cells thar do not 
express galectin-7 only few scattered foci of tumor cells with 
limited infiltration were observed 1321. We also found thar 
expression of galectin-7 overcomes the resistance of mice 
thar were otherwise genetically resistant to lymphoma dissemi­
nation. Most importandy for a potential therapeutic application, 
we found chat suppressing galectin-7 expression using an 
antisense strategy increased the survival of mice by reducing 
the metasrasis of lymphoma cells 1311. ln addition to showing 
for the first rime thar galectin-7 could promote malignancy, 
these results provide a rationale for devdoping novel therapeutic 
cools against galectin-7 in cancer. 

s. Molecular mechanisms implicating 
galectin-7 in cancer progression 

One hypothesis thar has been put forward ro explain how 
galectin-7 promotes tumor progression and metastasis says 
chat galecrin-7, like other members of the galectin family, is 
functionally linked to exrracellular matrix (ECM) remodeling 
by means of its association with members of the MMP family 
of exrracellular proteases. MMPs constituee a large family of 
zinc-dependent proteases thar can degrade most ECM proteins 
as weil as nonmatrix substrates, such as chemokines, growth 
factors and receptors, indicating thar MMPs influence a 
wide array of physiological and pathological processes 1331. 

One of these proteases is the 92-kDa type IV collagenase 
commonly referred ro as MMP-9. lt is considered a multi­
functional member of the MMP family as ir shares, with 
MMP-2, a fibronectin-like type Il modules inserted in its 
catalytic domain, rhus providing MMP-9 a unique reper­
toire of substrates. Although severa! studies have reported 
thar the release of MMP-9 correlared with the tumorigenic 
phenotype of various tumor cel) types, the most compelling 
evidence for the involvemenr of MMP-9 in tumor invasion 
came from a study rhat showed rhat che overproduction of 
this metalloproreinase in nonmerastatic rat embryo cells 
conferred a merascatic phenotype ro thesc cells 1341. Since then, 
other studies using various approaches ro over-express/suppress 
the production of MMP-9 by the tumor or the perirumoral 
cells have confirmed this molecule's crucial role in tumor 
development, most notably in glioma and lymphoma 135·391. 
lnterestingly, we found thar the increased tumorigenicity of 
lymphoma cells correlared with the ability of galectin-7 ro 
induce MMP-9 expression. This hypothesis is based on our 
observations thar high levels of mecasrasis in lymphoma cells 
induced by the transfer of the gakctin-7 gene correlares wirh 
high levels of MMP-9 expression 1311. Moreover, in lymphoma 
cells thar did not express MMP-9, the addition of recombinant 
galectin-7 induced MMP-9 expression in borh mouse and 
human lymphoma cells. Similar results were recendy reported 
in breasr cancer cell )ines (Demers ~t al., unpublished obser­
vations). This correlation berween galectin-7 and MMP-9 
has also been obscrved in rumor areas of hypopharyngeal 
and laryngeal squamous cell carcinomas 1401. This suggesrs 
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chat galecrin-7 could be involved in ECM remodeling, 217 
rhereby increasing the invasiveness of tumor cells. This 
hypothesis is supported by previous studies showing thar 
another important role played by galecrins with respect to 220 
rumor progression relates to their direct or indirect involve-
ment in cancer cell migration leading ro the formation of 
metastases. Levels of galectin-1, -3 and -8, for instance, have 
been shown ro modulate cell-cell and ceii-ECM contact to 
promote integrin-mediared cell adhesion and migration of 225 
tumor cells at different steps of metasrasis 113.41-431. Of 
course, interactions berween dimers of galectin-7 expressed 
by tumor cells and the carbohydrate portion of putative 
glycoconjugares on the surface of perirumoral cells or ECM 
proreins may contribuee to proliferation, aggregation and 230 
malignant progression. Gendronneau et al. have demon­
strated chat galectin-7 was located on the podosomes of 
cultured kerarinocytes migraring out of skin explanrs and 
co-localizcd with corracrin and microrubules at the front 
edge of rhese cells 1441. Podosomes are actin-rich contractile 235 
structures and are involved in the adhesion process of cells 
to solid substrares initiating migration and tissue invasion 1451. 

Alternatively, such an association berween galectin-7 and 
MMP-9, or orher MMPs, may also have a role in inflammation 
as MMPs participare in modulating the cleavage of mediators 240 
of inflammation. Given the central role of inflammation in 
rumorigenesis 1461, and possibly in merasrasis, as recendy 
proposed 1471, and as other members of rhe galectin family 
have been involved in inflammatory processes 1481, this issue 
is cerrainly a potential avenue of research. 245 

6. Exploiting galectin-7 in cancer therapy 
using naturalligands 

Most of the efforts aimed ar inhibiting galectin functions 250 
have been focused on rheir CRD, using, for instance, narurally 
occurring carbohydrare ligands. As galectin-7 harbors a 
conserved CRD chat is responsible for binding to carbohy-
drate such as N-acetyl-lacrosamine, lactose, galactose and 
galactosamine 1491, we have successfully used lactose co 255 
inhibit in vitro the ability of recombinant galectin-7 to 
induce MMP-9 in both human and murine tumor cells 1321. 

We also showed chat lactose inhibits the constitutive expres-
sion of MMP-9 induced by the over-expression of galectin-7 
in tumor cells following gene rransfection, indicating thar 260 
blocking galectin-7 via its CRD might inhibit metasrasis 
formation in vivo. Whether such narural ligands can be 
effective in vivo remains, however, to be rested, alrhough 
sorne studies have reported thar chemically modified citrus 
pectin (MCP) when fed as a 1 o/o solution in drinking water 265 
lOr 1 week was able to reduce, to sorne extent, cancer merasrasis 
induced by MDA-MB-435 in a nude mouse model 1501. The 
citrus pectin is a heterogeneous, high-molecular weight 
branched polysaccharide thar can inhibit the binding of 
gal-3 to hu man umbilical vascular endothelial cells (HUVEC) 270 
and the binding of galectin-3 expressing cancer cells co 271 
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HUVEC 1501, which have been shawn to inhibit spontane­
ously formed metastasis in prostate 1511, breast and colon 1501 
cancers. A new form of MCP, called GCS-100, has been 
shown to induce apoptosis in purified multiple myeloma 
cells of patients in vitro 1521 and has been approved as a 
single agent given intravenously in a Phase Il study in 
chronic lymphocytic leukemia (CLL) patients to assess clini­
cat activity and safety. This carbohydrate-based agent induces 
apoptosis in myeloma cells by suppressing the antiapoptotic 
effect of galectin-3 on cytochrome c and is now being tested 
in clinicat trial in patients with diffuse large B cell lym­
phoma (OLBCL) and other hematological malignancies IS31. 
lnterestingly, we have shawn thar whereas normal individu­
ais have undetectable galectin-7 in their serum, sorne patients 
with a wide range of hematological malignancies, including 
OLBCL. express very high levels of galectin-7 in their tumor 
cells. As it is not known whether MCP has any affinity for 
other member of the galectin family, including galectin-7, it 
will be tempting to determine wherher any putative rhera­
peutic effecr does indeed disrupt galectin-3 specifie func­
rions or whether the observed effects result from interference 
with other galectin functions. 

7. Structure-based drugs 

Although the CROs of different galectins show structural 
homologies, chemists are working on alternative strategies to 
design inhibitors for individual members of the galectin 
family. The use of srructure-based drug design methods 
using structural information, including new crystal 
forms 154·551 and ligand affinity data 1561, has yielded severa! 
high-affinity and stable thiogalactoside-based inhibitors chat 
preferentially bind to recombinant galectin-3 in vitro 1571. 
Based on high-resolution X-ray crystal structures of the 
CRD of galectin-3 in complex with a high affinity inhibitor 
has further allowed to gain insighr for affinity enhancement 
of the aromatic moiety of LacNAc derivatives, leading ro the 
identification of inhibitors with high affinity for galectin-3 
(Kd 2! 320 nM), suggesting that fine-tuning can considerably 
increase the affinity of these inhibitors for galectins 158]. 

By replacing the N-acetyl glucosamine moiety by a non­
carbohydrate aglycon, they were chen able to gain significant 
specificity for galectin-7 1591, indicating that development of 
high-affinity monosaccharide-derived galectin-7-selective 
inhibitors is possible. More recendy, promising leads with 
the capacity to inhibit the in vitro invasive behavior of the 
human A549 Jung cancer cells and the PC-3 prostate cancer 
cells were generated for further development of novel antirumor 
drugs 1601. However, whether the antimigratory effects shown 
by these compounds were galectin-specific remains to be 
confirmed. Nevertheless, as these compounds were prepared 
using thiodigalactoside 1 as a srarting marerial, which is 
commercially available or, alternatively, thar can easily be 
synthesized from galactose, they are attractive from a research 
and commercial point of view. 

Orhers are worlcing on the synthesis of wedge-like 327 
glycodendrimers wirh severa! lactose m01eues using 
3,5 di-(2-aminoerhoxy) benzoic acid as the branching 
unir 1611. When tested in solid-phase competition assays, 330 
these glycodendrimers have been reported ro successfully 
inhibit the binding function of galectin-1. Srudies compar-
ing rheir inhibitory capacity relative ro monomeric com­
pounds are highly in favor for further development of such 
glycobusters as effective blocking reagents against galectins, 335 
suggesting that combining such multivalent scaffolding with 
monovalent ligands is a promising avenue 162-631. Synthetic 
lacrulose amines (SLA) have also been described as patent 
and specifie inhibitors of galectin-1 and galectin-3 164.(•51. 

There are three lcinds of SLA: l) N-lacrulose-octamethylene- 340 
diamine (LOO), 2) N,N -dilacrulose-octamerhylenediamine 
(0-LOO) and 3) N,N-dilactulose-dodecamerhylenediamine 
(0-LOO). Whereas LOO and 0-LOO have been shawn to 
inhibit the in vitro binding of both galectin-1 and galectin-3 
to purified 90K, a highly glycosylared cell surface protein 345 
normally expressed on T cells, 0-LOO as been shawn to 
interfere only with the binding of galectin-1 1651, indicating 
that a degree of specificity can be obtained using sorne of 
rhese compounds. Whether such inhibitors are efficient 
against galectin-7 remains unclear. 350 

High throughput screening of peptides using phage display 
and combinatorial peptide library with knowledge-based 
input have both shawn potential for generating specifie 
inhibitors of galectins. The phage display has proven to be a 
very powerful technique to identify short pentapeptides 355 
based on a common tyr-x-tyr motif of glycomimetic peptides 
that can inhibit the binding of severa! galectins in the mil­
limolar range 166-671. Such peptides have proven to be very 
effective in their ability to inhibit in vitro the binding of 
galectin-3 to the purified tumor-specific Thomsen-Friedenreich 360 
glycoantigen normally expressed on carcinoma cells 1681. 

lnterestingly, André n al. 1691 have shawn rhat the phage 
display method has yielded sequences binding at or near the 
carbohydrate-binding sire. Using label-free galectin to dissociate 
phage-galectin complexes, these authors were able to select 365 
for peptides interfering with both protein-carbohydrate and 
protein-protein interactions. Although they were not success-
ful for ali galectins tested, suggesting that either the phage 
library they had used might not have been optimal, or that 
not ali galectins mediate protein-protein imeractions, this 370 
approach is nevertheless interesting as it opens the way to 
the development of inhibitors that could interfere with 
CRD-independent functions of particular galectins. Moreover, 
peptides are easier to synthesize than carbohydrates and rheir 
coding sequences can be readily integrated in genetically 375 
engineered therapeutic approaches. 

s. Targeting protein-protein interactions 

Whereas the development of drugs inhibiting galectins have 380 
by and large been focused of CRD-specific interactions, the 381 
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Figure 1. Expression of galectln-7 ln normal human tissues. A. Expression o galectin-7 in the normal esophagus tissue showing 
moderate to strong nuclear and cytoplasmtc staining in mucosal squamous epithelium. B. and C. Strong cytoplasmic and nuclear staining 
in squamous epithelium and sebaceous glands. D. Strong expression of galectin-7 in thymie dendritic and epithelial cells, and lymphocytes 
showing frequent faint nuclear staining. No significant expression of galectin-7 is detected in skeletal muscle (E) and in thyroid (F). 

idea chat perhaps attention should also be directcd to the 
nuclear activiry of galectins chat would be independent of 
carbohydrate recognition is slowly emerging. This possibiliry 
is supported by studies such as chose showing chat galectin-1 
and galectin-3 bind to nuclear proteins of the spliceosome 
complex and is chus involved in pre-mRNA splicing !70]. 

This idea has received the strong support of severa! investi­
gators, includ.ing Voss and colleagues [71 who showed thar 
the splicing functions of galectin-1 could be dissociated 
from its carbohydrate-binding activiry. ln rheir work, they 
report chat a mutant, unable co bind saccharides, rerained 
boch its abiliry to reconstituee the splicing of galectin-depleted 
nudear extracts and its physical association with general 
transcription Factor 11-1 (TFII-1). TFII-1 is activated by a 
variery of signaling parhways and is involved in both basal 
transcription and signal transduction activation or repression. 
Previous studies on galectin-3 also showed chat specifie func­
tions of sorne galectins could be dissociared !Tom rheir CRD. 
Wang et al. [72 have indeed shown chat nuclear galectins 
can interact through protein-procein interaction with a 
polypeptide splicing factor via their N-terminal domain of 
- 130 amino acids, which contains severa! rcpeats of che 
PGAYPGXXX motif. As binding of galcctin-1 to such splicing 
Factor is CRD-dependent, the observation chat galectin-3 is 
~ 1 0-fold more efficient in reconsrituting splicing activiry in 
galectin-depleted nuclear exrracts compared to galectin-1, 
suggests that protein-prQ[ein interactions are the chief 
contributors to this function. Whether such a nuclear function 
is associated with galectin-7 remains an interesting possibiliry. 
However, many researchers, induding our group, have 

consistently found high levels of galectin-7 in a cytoplasmic 412 
and nuclear form. In fact, microarray scudies donc with cells 
thar were susceptible co apoptosis by galectin-7 revealed thar 
most of the genes thar were modularcd by galectin-7 have 41 5 
been associated with imracellular functions, such as apoptosis 
and the redox-status. Although the existence of soluble forms of 
galectin-7 has been documented (73], high levels of galeccin-7 have 
been consistencly found in the cycoplasm and nuclei of various 
ccli rypes (Figure 1). The recent data from Saussez. et al. 741 420 
have also shown that increased expression of galeccin-7 in dys­
plasias was accompanied by a shift from the cycoplasmic 
compartment to the nucleus. More specifically, they showed 
that initiation of tumorigenesis in laryngeal squamous ccli 
carcinoma (LSCC) is associated wich nuclear localiz.ation of 425 
galectin-7. ln carcinomas it is shifted back co cytoplasmic 
sites. This observation was specifie to galectin-7 as the presence 
of galecrin-1, in contrast, remained in che nucleus during 
the course of malignant progression. Moreover, a recent study 
provides support fur the idea that galectin-7,like other galectins, 430 
may also be engaged in intracellular protein-protein processes. 
lnagaki et al. [ 7~ 1 have shown char galecrin-7 is a rranscrip­
cional regulator thar antagoniz.es TGF-~-cl icited stimulation 
of type I collagen and PAI-l expression in re.~ponsc to HGF 
via protein-protcin interaction with Smad3. ln thei r study, 435 
Inagaki and colleagues have shown that galeccin-7 -specifie 
siRNA inhibiced HGF-induced nuclear export of Smad3, a 
transcriprional factor linked to the TGF-8 signaling cascade. 
In cancer, Smad3 mediates the tumor-suppressor activiry of 
TGF-8, which regulates genes such as COLJA2, one of the 440 
chief components of the ECM, and PAI-l, the principal 441 
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Table 1. Roles of galectin-7 in cancer. 

Cancer Celiltissue Cancer stage Implication of galectin-7 Distribution Ref. 

Transformed SV-40 transformed Transformed cells Expression of galectin-7 was ND [141 
keratinocytes human keratinocytes found to be suppressed by 

retinoic acid 

Mammary Rat ND Over-expressed at the mRNA leve! ND (271 
carcinoma mammary in mammary tumors as compared to 

carcinoma normal tissues 

Colon Hu man ND Galectin-7 is a p53 induced gene ND [20} 
carcinoma DLD-1 ceils in early steps of apoptosis 

Human ND Galectin-7 accelerates apoptosis in ND 12" 
DLD-1 and caspase-dependant pathway; 
(and Hela ceils) associated with cytochrome c 

release and JNK activation 

Human ND Galectin-7 has a suppressive ND [24} 
DLD-1 ceils effect on tumor growth 

Urotheliai Human bladder tumors Highly differentiated Over-expressed ND (791 
cancer TCC of the bladder Muscle invasive tumors lncreased expression Cytoplasmic [801 

and upper urinary tract 

Human bladder Bladder cancer with CDDP induces galectin-7 in ceil ND 1221 
specimens extra-vesicle invasion; !ines with wild type p53 

postoperative systemic (increase apoptosis) 
chemotherapy Lower expression in urothelial 

carcinoma than in normal urothelium 

sec TR146, SCC13, ND No expression of galectin-7; ND 1151 
A431 ceils Variability in the differentiation 

pattern 

UVB-induced Cutaneous tumors lncreased expression of galectin-7 ND (19} 
keratinocytes mRNA and protein in keratinocytes 

after UVB irradiations; 
UVB-induced apoptosis 

Primary buccal SCC Aggressive Over-expressed in buccal SCC ND (81} 

tissues as compared to normal 
buccal mucosa 

Hypopharyngeal Low grade dysplasia lncreased expression Nuclear (741 
and laryngeal and carcinoma 

Thyroid Tissues of thyroid Benign and malignant Decrease of galectin-7 expression in ND [281 
tu mors adenomas compared to carcinomas 

Neuroblastoma Human neuroblastoma ND Galectin-7 acts as a lectin on Extracellular 123] 
ce ils the ceil surface; 

reduced cancer cell proliferation 

Lymphoma/ T-lymphoma ceillines Aggressive lncreased expression observed in ND (301 
leukemia aggressive lymphoma variants 

T -lymphoma celllines ND Over-expression of galectin-7 ND (321 
accelerates growth of thym1c 
lymphoma and metastasis 

T-lymphoma cell !ines ND Galectin-7-specific antisense ND (311 
and cells from various inhibits dissemination of 
human hematological lymphoma to peripheral organs; 
malignancies increased expression in human B 

lymphoid neoplasms 

COOP: cis-diamminedichloroplatinum; JNK: C-Jun-N-terminal kinase; NO: Not determined; SCC: Squamous cell carcinoma; TCC: Transitional cen cancers; 
UVB: Ultraviolet B. 
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activator of tissue plasminogen activator. Whether a shift of 
galectin-7 from the nucleus to the cytoplasm alters the equi­
librium between galectin-7 and its nuclear substrates in the 
cytoplasm or the nucleus via protein-protein interaction 
remains an intriguing possibiliry and underscores the need 
to consider the development of peptide-based inhibitors. 

9. Expert opinion 

The development of galecrin-7-specific drugs remains a fàntastic 
challenge per se for sc:veral reasons. The first challenge is to 
narrow the spectrum of the drugs that binds the CRD, 
which shares strong homology with ali membc:rs of a large: 
fàmily of proteins, involved in such a large spectrum of 
physiological processes. Combining high affinity to specificity 
while fàvoring bioavailabiliry will be a tremendous task. The 
second challenge stems from the fact that galectin-7 is still 
an enigmatic protein with regard to its implication in various 
types of cancer (Table 1). ln sorne, such as colon cancer, it 
has bec:n associated with proapoptotic functions, whc:rc:as in 
others, such as hematological malignancies, mammary cancer 
and squamous cell carcinomas, it has been associated with 
neoplastic progression and metastasis. Of course, it is possible 
that these 'good' and 'bad' roles may be related ro cell types 
and/or disease stage. Hence, ir is important to pursue our 
quest to identify the deleterious galectin activities while 
sparing any non-contributory or beneficiai activities. Results 
from genetically engineered mouse models have shown that 
galectin-7 may be a dispensable protein for ali vital functions, 
as they do not display overt phenotypes about survival and 
fertiliry 1761. Nevertheless, results from such studies have 
shown that suppression of galectin-7, which is strongly 
expressed in keratinocytes, may disturb the epidermal 
response to environmc:ntal injury such as UVB response. For 
this purpose, basic and translational resc:archers must continue 
to develop and validate assays to facilitate testing of novc:l 
drugs that would modulate its accivities white carc:fully evaluat­
ing such potential side effects. They also need to develop 
animal models thar recapitulate clinicat trial design and pay 
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attention to the stage and type of cancer that is likely to be 481 
evaluated in dinical versus preclinical studies. A third but 
critical challenge is to identify the ligands that bind to galeain. 
Here, one must be open to the possibility that such ligands 
might operate by means of CRD-independent interactions, 485 
as suggested by data obtained with other galectins. This 
issue is of course critical as most of the efforts so far have 
been focused on the devc:lopment of CRD-specific inhibitory 
drugs. In this regard, the use of phage display strategies 
to identify peptides or blocking monoclonal anribodies that 490 
could interfere with the physical association between galectin-7 
and its specifie ligands, whether occurring through a 
CRD or outside its CRD, may representa possible approach. 
Such a srrategy has been successfully used to design blocking 
anribodies specifie for members of the MMP family that 495 
harbor similarity in structure of their catalytic pocket that 
had made so difficult the: design of truly specifie small molecule 
inhibitors 1771. Finally, a fourth challenge is the delivery 
of such drugs to the relevant cellular compartment. lt is becom-
ing clc:ar that galectin-7, like many other galectins, has impor- 500 
tant intraœllular funaions, including nuclear functions. 
As nuclear protein import is stimulated in proliferating 
cells compared to quiescent cells 1781, it will be important to 
investigate nucleocytoplasmic trafficking of galecrin-7 and 
how its modulation and putative drugs will affect its functions. 505 
We are confident, however, thar future collaborations 
between basic cancer researchers, clinicians, the pharmaœutical 
industry will improve chances of successfully developing 
novel therapeutic strategies. 
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Induction de l'expression du gène galectine-7 dans les cellules 8 16F 1 suite à un traitement 
à la 5'-aza-Cdr. L'expression de galectine-7 au niveau de I'ARNm a été détectée par une 
analyse RT-PCR. 

144 



ANNEXEC 

A Rate 
9000 r="' ooG6 
8000 ... 
TOOO ... 

01 6000 _ ... _ y 

.ê 5000 ~ 34000 
...... ... 

0:: 3000 -·- ......... y 

• 2000 

1000 
0 

tmoln 61 F1 B16F1-G7 

B Poumons 
8000 

6000 
Q 

E y 
:; 4000 
...J 
a:: ... ,. yf • 2000 • y 'l' 

•" 
0 

titmoln B16F1 B16F1-G7115 

c 
8000 

Foie 

6000 
Q 

E 
:; 4000 
...J 
0:: 

'l' 
2000 • " 

• •: ... '•"' 
0 

titmoln B16F1 B16F1-G715 

Effet de la surexpression de galectine-7 dans les cellules de mélanome sur 
l'expression de MMP-9 dans les cellules péritumorales. Évaluation de l'activation du 
transgène proMMP-9-Luc dans A) la rate, B) les poumons et C) le foie des souris 
C57BL\6-Tg(proMMP9-Luc) ayant été injectées par voie sous-cutanée avec 5 xl04 

cellules de mélanome Bl6Fl surexprimant ou non la galectine-7, par essai luciférase. Les 
organes ont été collectés entre 18 et 22 jours suivant l'injection des cellules tumorales. Les 
organes de souris C57BL\6-Tg(proMMP9-Luc) ont été utilisés comme témoin. 
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