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RESUME GENERAL

Le cancer du sein est une maladie se caractérisant par une variabilit¢ dans sa
morphologie, dans son évolution et dans sa réponse au traitement. Une grande avancée a été
faite au niveau des traitements personnalisés du cancer du sein depuis la mise en place d’une
classification moléculaire des carcinomes mammaires basés sur le profil d’expression des
génes. Parmi tous les sous-types moléculaires, le cancer du sein de sous-type basal reste le
plus grand défi & cause de sa nature clinique agressive, son trés mauvais pronostique et le fait
qu’il touche majoritairement de jeunes patientes. Ces tumeurs n’expriment pas les cibles
moléculaires qui conférent une réactivité aux thérapies plus personnalisées. L’identification
de cibles moléculaires relevantes pour ces carcinomes mammaires est donc essentielle.

Galectine-7 a initialement été décrite comme un marqueur de la différenciation des
kératinocytes. Des études subséquentes ont confirmé que galectine-7 était présente dans la
majorité des cellules épithéliales normales et plus spécifiquement au niveau des épithéliums
stratifiés de nombreux tissus. Dans plusieurs types de cancer, galectine-7 présente une
expression significativement altérée. Des niveaux élevés de galectine-7 ont été détectés dans
les cancers du sein de sous-type basaux. De plus, nous avons démontré dans notre laboratoire
par des expériences in vivo chez la souris que galectine-7 favorisait la métastasie des cellules
cancéreuses mammaires et conférait une résistance a I’apoptose. Cependant, les mécanismes
moléculaires qui régulent I’expression de galectine-7 ne sont pas établis.

L’objectif de mon projet de thése était de déterminer les mécanismes transcriptionnels
responsables de 1’expression anormalement élevée de galectine-7 dans le cancer du sein. Nous
avons démontré pour la premiére fois que des mutants de p53 pouvaient induire I’expression
de galectine-7 dans plusieurs lignées cellulaires du cancer du sein. D’aprés nos résultats,
P’expression de mutants p53 associée a une activation constitutive du facteur NF-xB serait
responsable de I’expression €levée de galectine-7 dans certaines lignées cellulaires de
carcinomes mammaires. De plus, nous avons également démontré que le facteur de
transcription C/EBPp, spécifiquement 1’isoforme C/EBP-2, pouvait induire I’expression de
galectine-7. Nous avons observé que C/EBPB-2 compétitionnait avec 1’isoforme p5S0 de NF-
kB sur un méme site du promoteur proximal de galectine-7 dans des cellules de cancer du
sein de sous-type luminal. Lorsque C/EBPB-2 est surexprimé, cet isoforme déplacerait le
facteur NF-xB p50 transcriptionnellement inactif présent sur le promoteur pour induire
I’expression de galectine-7.

Ces résultats nous permettent d’une part de mieux comprendre pourquoi galectine-7
présente une expression altérée dans plusieurs cancers du sein. En effet, non seulement elle
pourrait étre régulée par les mutants p53 qui sont fréquemment observés dans le cancer du
sein mais son expression pourrait aussi étre induite par C/EBPp dans les tumeurs mammaires
qui ne présenteraient pas d’altérations du géne TP53. D’autre part, ces données permettraient
a plus long terme d’envisager des cibles thérapeutiques pour I’inhibition de galectine-7 dans

le cancer du sein.

Direcleur de recherche
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CHAPITRE 1
REVUE DE LA LITTERATURE



1. La glande mammaire

1.1. Structure

La glande mammaire est un organe complexe. Elle est constamment remodelée da a
I’influence des hormones au cours de la puberté, la grossesse, la lactation et I’involution, et
son développement n’est complété qu’a 1’age adulte. Soutenu par un stroma fibro-adipeux, un
réseau de canaux lactiféres, de lobules, d’alvéoles et d’unités lobuloalvéolaires terminales
(TDLU, terminal ductal lobular unif) est responsable de la fonction principale de cet organe
(Figure 1A). Le compartiment épithélial qui forme ce réseau de canaux galactophores est en
évolution constante au cours des différents cycles hormonaux.

L’épithélium mammaire est enveloppé d’une membrane basale et inséré dans le stroma
fibro-adipeux. Deux principaux types cellulaires composent cet épithélium : les cellules
basales myoépithéliales et les cellules luminales [1, 2]. Les cellules luminales composent la
couche interne des canaux et des lobules. Elles ont donc un contact limité avec la membrane
basale et le tissu connectif environnant. Pendant la lactation, les cellules luminales ont pour
fonction principale de sécréter le lait. Autour du compartiment luminal, les cellules basales
myoépithéliales forment la couche externe des canaux et des lobules. Elles sont en
permanence exposées aux signaux issus de la matrice extracellulaire (MEC) sous-jacente et
du stroma mammaire [3]. Ces cellules ont la capacité de se contracter guidant la circulation du
lait & travers le réseau de canaux et de lobules de la glande mammaire (Figure 1B). Plusieurs
études suggérent que dans ce compartiment basal, il résiderait une autre population de cellules
composée de cellules souches et progénitrices qui serait & I’origine de la différenciation et du
renouvellement de I’épithélium mammaire [4, 5].

C’est en tentant de déterminer 1’origine des tumeurs mammaires qu’il a été découvert
que I’épithélium mammaire est en fait constitué d’une hiérarchie de cellules, allant des

cellules souches aux cellules épithéliales différenciées luminales et myoépithéliales.

1.2, Existence d’une hiérarchie au sein de 1’épithélium mammaire

L’épithélium qui compose la glande mammaire est constitué de différents sous-types
cellulaires qui, au cours du développement, vont subir différents stades de différenciation. La
caractérisation de ces différents sous-types épithéliaux est une étape importante dans la
compréhension de l’origine et de I’hétérogénéité des tumeurs mammaires. Les cellules
souches mammaires vont donner naissance a des progéniteurs multipotents. A partir de ceux-
ci, plusieurs types cellulaires peuvent se développer selon I’expression de certains facteurs et

stimuli produits par la glande mammaire aux différents stades du développement de celle-ci

2



(Figure 2) {2, 5]. La définition et I’isolement des différents sous-types cellulaires de la glande
mammaire a permis de mieux définir la structure et la fonction de la glande mammaire. En
particulier, I'identification de niches de cellules souches dans le compartiment épithélial
mammaire est une étape clé dans la compréhension du fonctionnement complexe de la glande

mammaire, mais aussi de I’initiation de la tumorogenése.
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Figure 1. Structure de la glande mammaire. (A) Représentation des différents
compartiments et des structures canalaires et lobulaires qui forment la glande mammaire
adulte. (B) Organisation des TDLU et des principaux sous-types cellulaires qui les forment
(adaptée de [6]).



1.2.1. Les niches de cellules souches mammaires ( MaSC)

La glande mammaire est un organe unique qui subit des événements successifs de
remodelage et de différenciation. Les changements hormonaux induisent la prolifération de
I’épithélium mammaire ainsi que le développement de ramifications des canaux galactophores
pendant la grossesse. Basée sur ces observations, ’existence de cellules souches épithéliales
mammaires capables de s’autorenouveler, de proliférer et de donner naissance a un épithélium
mature a été proposée, mais I'identité et les caractéristiques moléculaires de ces cellules
restent encore indéfinies. Certains marqueurs de surface des MaSC humaines ont pu étre
caractérisé comme CD49f" EpCAM™ (molécule d’adhésion cellulaire épithéliale), CD24 et
CD133" (prominine 1) [2, 7]. Basée sur ces études de marquage, il a été découvert que les
MaSC existaient & la fois dans le compartiment luminal et myoépithélial [8, 9]. En isolant des
fractions de MaSC grace aux marqueurs CD24 et CD49f chez la souris, il a été observé que
certaines de ces cellules exprimaient le marqueur basal CK14 (cytokératine 14) alors que
d’autres exprimaient le marqueur luminal CK18 (cytokératine 18). De méme, des modéles de
souris transgéniques basés sur I’activité des MaSC par I’expression de la luciférase ont révélé
des cellules exprimant la luciférase a la fois dans le compartiment basal et myoépithélial [10].

Plusieurs études suggérent que les MaSC pourraient étre a 1’origine des tumeurs
mammaires. Ces cellules ont la capacité de s’autorenouveler et de proliférer, mais la moindre
erreur/mutation dans le génome de ces cellules ferait de leur propriété unique un avantage
exceptionnel pour la transformation maligne. Par exemple, les MaSC humaines et murines
expriment de nombreux marqueurs impliqués dans I’adhésion cellulaire. Ces molécules jouent
un rdle essentiel dans la glande mammaire au niveau de la maintenance de la population de
cellules souches, mais aussi dans le controle des lignées basales et luminales. Une
dérégulation de I’expression d’une ou plusieurs de ces molécules d’adhésion au cours de la
progression tumorale pourrait étre un événement favorable a I’initiation et/ou la progression
tumorale [2, 11].

D’une part, cette niche de cellules souches mammaires est nécessaire a la maintenance
de I’homéostasie de la glande mammaire. D’autre part, elle est essentielle au développement
de cet organe puisqu’elle est a I’origine de I’épithélium mature, soit de la lignée luminale et

myoépithéliale.
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Figure 2. Hiérarchie cellulaire dans I’épithélium mammaire et facteurs de transcription
impliqués dans la différenciation des lignées. L’épithélium mammaire est constitué de
différents sous-types cellulaires allant des cellules souches/progéniteurs cellulaires
mammaires jusqu’aux cellules différenciées myoépithéliales et luminales. Le maintien et la
différenciation de ces différents sous-types cellulaires sont sous le contréle strict d’un réseau
de facteurs de transcription (adaptée de [5]).

1.2.2. Les cellules luminales mammaires

Sur les deux types de cellules épithéliales qui composent la glande mammaire, les
cellules luminales ont fait I’objet de nombreuses études du fait qu’il est généralement admis
que la majorité des carcinomes mammaires ont pour origine ces cellules. Organisées en
couche simple, ce sont les cellules luminales qui tapissent les canaux et structures
lobuloalvéolaires de la glande mammaire. On peut aussi les diviser en cellules luminales
canalaires, alvéolaires et sécrétrices lors de la lactation (Figure 1B). Grice au développement
des techniques d’analyses, de plus en plus de marqueurs moléculaires qui caractérisent ces
cellules ont ét¢ identifiés. Par exemple, Jones et ses collaborateurs ont analysé par micropuces
a ADN l’expression des génes sur des échantillons de cellules luminales et myoépithéliales
provenant de mammoplasties [12]. Cette étude a permis d’identifier une liste de génes

préférentiellement exprimés dans les deux sous-types cellulaires (Figure 3).



Parmi ceux exprimés spécifiquement dans les cellules luminales, on retrouve le géne
CLDN4 qui code pour la claudine 4, une protéine impliquée dans les jonctions serrées, le géne
codant pour la molécule d’adhésion CD24 et le géne LGALS3 codant pour la galectine-3.
Cette derniére protéine est un des membres de la grande famille des galectines qui font I’objet
de nos recherches au laboratoire. La glycoprotéine mucine 1 (codée par le géne MUC-1) est
aussi spécifiquement exprimée a la surface de ces cellules. Elle a pour fonction principale de
protéger I’épithélium mammaire des infections grice & leurs domaines extracellulaires
fortement glycosylés. Les cellules épithéliales mammaires expriment aussi des marqueurs
caractéristiques de I’épithélium stratifié, comme les cytokératines (CK), 7, 8, 15, 16, 18 et 19
qui sont retrouvées dans les cellules luminales [13]. D’autres marqueurs caractérisent ces
cellules luminales dont plusieurs facteurs de transcription comme GATA-3, Stat5, EIf5,
C/EBPp et 1d2, dont I’expression est essentielle pour spécifier la différenciation de cette
lignée lors des différents cycles hormonaux (Figure 2) [S].

Ce qui distingue les cellules luminales des autres cellules de 1’épithélium mammaire
est leur capacité a exprimer les récepteurs aux hormones cestrogénes (ER), a la progestérone
(PR) et a la prolactine (PRLR) [14]. Suite & une stimulation hormonale ou de facteur de
croissance au cours de la lactation, ces cellules sont responsables de la sécrétion de protéines
de lait, comme la caséine et la lactalbumine-a. C’est pourquoi les cellules luminales bordent

la lumiére des canaux.

1.2.3. Les cellules myoépithéliales

Comparativement aux cellules luminales, les cellules myoépithéliales ont été beaucoup
moins étudiées. Elles forment une couche cellulaire le long des canaux et des lobules
mammaires entre la couche de cellules luminales et la membrane basale (Figure 1B).
Drailleurs, les cellules myoépithéliales sont aussi appelées cellules basales puisque ce terme
référe a la population de cellules adjacentes a la membrane basale [3, 15]. Il existe deux sous-
types : les cellules myoépithéliales canalaires et alvéolaires. Les cellules myoépithéliales sont
surtout connues pour leur fonction contractile, présentant les mémes caractéristiques que les
cellules musculaires lisses. Grace & un réseau important d’actine et de myosine dans le
cytoplasme de ces cellules, elles peuvent se contracter en réponse a ’ocytocine et permettre
I’éjection du lait a travers les canaux lors de la lactation.

Comme pour les cellules luminales, les cellules myoépithéliales sont caractérisées par
certains marqueurs (Figure 3) [12]. Parmi les génes fortement exprimés dans ce type
cellulaire, on retrouve le géne galectine-7 (LGALS7). D’autres marqueurs sont identifiés
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comme les cytokératines CK5/6, CK14 et CK17, la protéine d’attachement au calcium
S100A2, la maspine codée par le géne suppresseur de tumeur SERPINBS, I’ostéonectine
(SPARC, secreted protein acidic and rich in cysteine) impliquée dans plusieurs processus
comme les interactions avec la MEC, I’angiogenése, et la migration cellulaire [12, 13, 16]. Le
facteur de transcription ANp63 a aussi été identifié comme un marqueur nucléaire des cellules
myoépithéliales mammaires car il permet a la fois la différenciation et la maintenance de ces
cellules (Figure 2) [17]. La fonction de ces différents marqueurs suggére d’ailleurs que les
cellules myoépithéliales n’ont pas pour seule fonction de se contracter lors de la lactation. En
fait, leur role a été au départ trés sous-estimé.

Récemment, les chercheurs ont porté une attention particuliére aux cellules
myoépithéliales, car en plus de leur localisation stratégique entre les cellules luminales et la
membrane basale, elles auraient plusieurs rles clés dans la régulation et la morphogénése de
la glande mammaire [3]. Les cellules myoépithéliales fonctionneraient comme les gardiens de
’intégrité du tissu mammaire en jouant un réle pivot dans le développement et la maintenance
de la polarité du tissu mammaire [16, 18, 19]. Etant donné qu’elles expriment spécifiquement
des protéines impliquées dans les jonctions cellulaires comme la Desmogléine (Dsg3), la
Desmocolline (Dsc3) et la P-cadherine, les cellules myoépithéliales seraient responsables de
la maintenance de I’intégrité de 1’épithélium mammaire et du systétme complexe des
interactions cellules-cellules et cellules-matrice [3]. La localisation des cellules
myoépithéliales entre le compartiment luminal et le stroma suggére qu’elles sont activement
impliquées dans la transmission des signaux entre le stroma et les cellules luminales.

Les cellules myoépithéliales sont aussi appelées « suppresseurs naturels de tumeur »,
car elles ont un effet inhibiteur sur la croissance cellulaire, 1’invasion et ’angiogenése des
cellules tumorales [3]. En effet, les cellules myoépithéliales forment une barriére naturelle
entre la couche de cellules luminales et le stroma, ce qui prévient I’invasion de cellules
tumorales. Elles expriment de fagon constitutive de hauts niveaux d’inhibiteurs de protéases
incluant les inhibiteurs des métalloprotéinases de la matrice (TIMPs, tissue inhibitors of
metalloproteinases) pour diminuer I’invasion tumorale, mais aussi des inhibiteurs de
Pangiogenése comme la protéase nexine-II et I’antitrypsine. L’habileté des cellules
myoépithéliales a inhiber la progression des cellules tumorales viendrait surtout du fait
qu’elles expriment des génes suppresseurs de tumeur comme maspine (SerpinB5), TP63

(tumor protein 63), TP73 (tumor protein 73) et WI-1 (Wilms Tumour 1) [20, 21].



L’épithélium mammaire est donc constitué d’une hiérarchie de cellules et c’est la
caractérisation de ces différents types cellulaires qui a permis par la suite de mieux

comprendre ’origine et la complexité des tumeurs de la glande mammaire.
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Figure 3. Marqueurs des cellules luminales et myoépithélilales mammaires. Liste des 33
geénes les plus représentés dans les lignées luminales et myoépithéliales mammaires. Leur
profil d’expression est représenté par les différentes barres horizontales. Plus les barres se
prolongent vers la droite, plus le géne est surexprimé. A I’inverse, plus les barres horizontales
se prolongent vers la gauche, plus ce géne est régulé a la baisse (adaptée de [12]).




2. Le cancer du sein

2.1. Portrait moléculaire du cancer du sein

L’initiation et la progression tumorale mammaire sont des processus complexes
mettant en jeu une succession de changements génétiques et épigénétiques dans une cellule,
combinés a une expansion et a une sélection clonale. Suivant ’origine cellulaire de ces
événements, les tumeurs mammaires humaines peuvent présenter des phénotypes hétérogénes
compliquant le diagnostic et le traitement de celles-ci. Basés sur ce paradigme, plusieurs
chercheurs ont tenté d’identifier des signatures spécifiques de génes dont I’altération de
I’expression pourrait étre responsable de I’initiation de la tumorogenése. L’identification de
ces nouveaux marqueurs est nécessaire pour mieux caractériser les sous-types de carcinomes
mammaires et ainsi améliorer et diversifier les traitements.

C’est a partir de I’étude de Perou et de ses collaborateurs en 2000 que le concept de
signatures moléculaires des tumeurs mammaires a vu le jour [22]. Cette équipe a comparé
I’expression de genes & 1’aide de micropuces & ADN a partir d’échantillons prélevés sur
différents types de carcinomes mammaires de grade plus ou moins élevé. A partir des données
obtenues, d’autres groupes ont confirmé ou continué a caractériser le profil moléculaire des
tumeurs mammaires, notamment par [’utilisation de micropuces tissulaires [23-27]. Ces
différentes études ont permis d’identifier des patrons d’expression protéique distincts dont la
diversité refléte la nature hétérogéne complexe des tumeurs mammaires. Parmi les différents
marqueurs moléculaires identifiés, certains prédominent, car leur implication dans les
carcinomes mammaires a été bien décrite et ils font partie des outils de classification des

tumeurs. Seuls les principaux seront détaillés dans les sections suivantes.

2.1.1. Les récepteurs aux cestrogénes et a la progestérone (ER, PR)

La découverte du réle critique des hormones ovariennes dans la survie du cancer du
sein s’est faite a la fin du 19¢me siécle lorsque Beaton a guéri des patientes atteintes d’un
cancer du sein avancé en procédant & une ovariectomie [28]. Au niveau de I’épithélium
mammaire, les hormones ovariennes vont se fixer aux ER et PR pour stimuler la prolifération
cellulaire durant la puberté et la grossesse. Au cours de ces différents stades, les structures
canalaires ou lobuloalvéolaires se développent massivement. C’est pourquoi en absence de
ER et de PR, de sévéres anomalies au niveau du développement des canaux sont détectées et
la formation des alvéoles durant la grossesse est complétement absente [29, 30].

Seulement 15 4 30% des cellules épithéliales sont ER* et PR" dans la glande

mammaire normale. Ce sont principalement les progéniteurs multipotents et les cellules
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luminales. Toutes les cellules qui expriment PR contiennent généralement ER [31]. De fagon
surprenante, ce ne sont pas majoritairement les cellules ER'/PR' qui se divisent suite & une
stimulation hormonale. L’action répressive constante du facteur de croissance TGFp, sécrété
de maniére autocrine par les cellules ER'/PR', inhibe leur prolifération. Par contre, les
cellules épithéliales ER'/PR' stimulent la prolifération des cellules ER/PR" avoisinantes par
la sécrétion paracrine de facteurs comme I’amphiréguline, IGF-I1 (insulin-like growth factor)
et RANKL (receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand) [32]. 11 est suggéré qu’au
cours de la progression tumorale, cette sécrétion paracrine serait modifiée en une sécrétion
autocrine, induisant la prolifération anormale des cellules épithéliales ER'/PR', possiblement
a travers la régulation a la baisse du facteur TGFf [33, 34].

Des études récentes ont attribué un nouveau role de la progestérone dans le contréle du
nombre et de la fonction des cellules souches et des progéniteurs mammaires. Joshi et ses
collaborateurs en 2010 ont observé chez la souris que le nombre de cellules souches
mammaires atteignait un pic durant le cycle hormonal ou la progestérone atteignait les
niveaux les plus forts [35]. La progestérone activait les récepteurs PR des cellules luminales
ER'/PR', stimulant ainsi la production de RANKL. Ce demnier activait RANK exprimé par les
cellules souches, stimulant la prolifération et la repopulation de ces cellules. Dans le cas d’une
altération génétique qui favoriserait la sécrétion continue du ligand RANKL par la
progestérone, la prolifération incontrolée des cellules souches pourrait alors mener au

développement d’une tumeur mammaire hétérogene [33].

2.1.2. Le facteur de transcription GATA-3

Le facteur de transcription GATA-3 (GATA-binding protein-3) a non seulement été
identifié comme un déterminant critique de la différenciation des cellules épithéliales
luminales de la glande mammaire, mais aussi comme un facteur trés impliqué dans la
progression tumorale [36].

Seules les cellules luminales expriment le facteur de transcription GATA-3,
contrairement aux cellules basales myoépithéliales qui sont GATA-3 négatives. Ce facteur de
transcription permet la différenciation et le maintient des cellules luminales a partir des
cellules progénitrices GATA-3 négatives (Figure 2). La délétion de GATA-3 dans
I’épithélium mammaire adulte révéle de sérieuses anomalies, comme la perte de marqueurs de
différenciation luminale, une diminution de 1’adhésion des cellules et une augmentation de la
prolifération cellulaire [37]. Ces caractéristiques étant souvent associées aux cellules

tumorales, la perte d’expression de GATA-3 prédisposerait a I’initiation de la tumorogenése
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[38]. En utilisant des modéles murins MMTV-Neu, I’équipe de Zena Werb a démontré que la
transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) associée a la conversion maligne induisait la
perte des marqueurs de différenciation comme GATA-3 dans les cellules luminales
mammaires. Le passage de ces cellules GATA-3 positives vers un statut négatif, de type
cellules souches, serait responsable de la dissémination des cellules tumorales et de la
métastasie (Figure 4) [38]. Le statut d’expression de GATA-3 dans les tumeurs prédirait le
pronostic de celles-ci, ce qui place ce facteur de transcription comme un marqueur
moléculaire clé dans le diagnostic du cancer du sein. En effet, une faible expression de
GATA-3 est fortement associée & des tumeurs mammaires de haut grade (III), faiblement
différenciées et présentant une invasion des nodules lymphoides. A I'inverse, une forte
expression de GATA-3 est associée a des tumeurs de bas grade (I), bien différenciées et ayant

un meilleur pronostic [39, 40].

Glande mammaire  Adénome Carcinome Carcinome avancé
normale

3~

Biomarqueurs :

Caséine ++ ++
ER ++ ++
WAP + +
Cellules différenciées ++++ A+
Cellules souches o 4+
GATA-3 + +
® Cellule épithéliale M Cellule épithéliale <, Cellule — Membrane
positive pour négative pour myoépithéliale basale

GATA-3 ~ GATA-3

Figure 4. La perte d’expression du facteur de transcription GATA-3 prédispose a
Pinitiation et a la dissémination tumorale. La transition d’un stade d’adénome GATA-3-
positif vers un stade de carcinome précoce GATA-3-négatif pourrait étre responsable de
I’initiation de la conversion maligne et de la dissémination tumorale. (ER : récepteur a
Pcestrogéne, WAP : Whey acidic protein) (adaptée de [38]).

11



2.1.3. Le récepteur HER-2

L’expression du géne ErbB-2 (Avian erythroblastosis oncogene B-2) codant pour le
récepteur HER2 (Human epidermal growth factor receptor-2) est aussi trés impliquée dans
les tumeurs mammaires. En effet, 10 & 30% des tumeurs surexpriment ce géne suite a
I’amplification de son locus [41-43]. Le récepteur HER-2 fait partie de la famille HER
incluant les récepteurs tyrosine kinase HER-1/EGFR (Epidermal growth factor), HER-3 et
HER-4 qui régulent le contréle de la croissance cellulaire. La structure des récepteurs de la
famille HER consiste en une région extracellulaire fixant le ligand et un domaine
cytoplasmique responsable de la fonction tyrosine kinase. Lorsqu’un ligand se fixe sur ces
récepteurs HER, comme EGF, cela induit I’hétérodimérisation de ceux-ci. Il s’ensuit alors une
phosphorylation des résidus tyrosine dans le domaine cytoplasmique de ces récepteurs qui
induit une cascade d’activation de voies de signalisation intracellulaire [44].

Contrairement aux autres membres de cette famille, HER-2 est unique dans le fait que
son activation ne dépend pas de la fixation d’un ligand. En effet, non seulement aucun ligand
n’a été identifié pour le récepteur HER-2, mais il présente aussi une conformation ouverte lui
permettant de se dimériser avec d’autres récepteurs HER en absence de ligand [45]. Cela a
pour conséquence une activation constitutive des voies de signalisation sous-jacentes. Par
conséquent, une altération génétique induisant une amplification anormale de HER-2, comme
observée dans certaines tumeurs, peut induire 1’activation incontrélée de génes associés a la
prolifération cellulaire, la migration, I’invasion, 1’angiogenése et la survie cellulaire [41].
Cette caractéristique unique de HER-2 fait en sorte que les carcinomes mammaires associés a
la surexpression anormale du géne ErbB-2 sont plus agressifs (de haut grade) et ont un

mauvais pronostic [45-47].

2.1.4. Les facteurs de transcription p53 et BRCA1/2
D’autres marqueurs clés sont les suppresseurs de tumeur p53 et BRCA1/2 (Breast
cancer 1 and 2) dont le role est de maintenir I’intégrité génomique et de prévenir la
prolifération incontrélée des cellules. Les protéines BRCA1/2 sont impliquées dans plusieurs
processus comme la réparation des dommages a I’ADN, I’ubiquitination, la régulation
transcriptionnelle et le remodelage de la chromatine [48]. Le facteur de transcription p53 est
un gardien majeur de I’intégrité du génome. Lors d’un stress cellulaire, comme un dommage a
P’ADN, p53 est activé menant a la transcription d’un grand nombre de génes impliqués dans
I’arrét du cycle cellulaire et I’apoptose [49, 50].
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Des mutations dans les génes BRCAI/2 et TP53 sont les altérations les plus
communément détectées dans les cancers du sein héréditaires et la perte de la fonction
oncosuppressive de 1’'un de ces facteurs de transcription est un élément déterminant dans
Pinitiation de la tumorogenése [51, 52]. Compte tenu de leurs propriétés similaires, BRCA1 et
p53 peuvent interagir fonctionnellement pour réguler leur expression et la transcription de
leurs génes cibles [53-55]. L’altération génétique de I'un ou I’autre de ces facteurs de
transcription a donc une conséquence dramatique pour I’activation des geénes pro-apoptotiques
[56]. Lorsque les mécanismes de réparation des dommages a I’ADN sont altérés, I’intégrité du
génome est alors touchée et il en résulte des dommages importants au niveau de la
chromatine, comme des réarrangements interchromosomiques [57]. La succession de ces
altérations génétiques meéne alors a la croissance rapide d’une tumeur mammaire, 1’invasion
locale et la formation précoce de métastases.

La mutation des geénes BRCA1/2 et p53 est associée a des carcinomes mammaires de
haut grade ayant un mauvais pronostic [52, 58-60]. Des indications suggérent que du fait des
nombreuses activités oncogéniques des mutants p53, les mutations du géne TP53 pourraient
étre utilisées comme un marqueur de prédiction ou de pronostic du cancer du sein [61]. De
méme, le dépistage des mutations du géne BRCA1/2 est utilisé pour évaluer les risques de

cancer du sein et de I’ovaire chez certaines patientes [51].

L’identification de ces signatures moléculaires dans les tumeurs mammaires a permis
de classer de fagon moléculaire les différents carcinomes mammaires [22, 62]. Ce classement
permet de donner un meilleur pronostic de survie aux patients et de choisir des approches

thérapeutiques plus ciblées.

2.2. Classification moléculaire des tumeurs mammaires

Les travaux de Perou et ses collaborateurs ont permis d’établir quatre sous-types
majeurs de cancer du sein: luminal A, luminal B, HER-2" et basal [22, 63] (Figure 5).
Cependant, comme les études sur I’expression des génes évoluent, de nouvelles classifications
sont susceptibles d’étre identifiées. En 2007, un nouveau sous-type moléculaire a été identifié

et nommé claudin-low [64].
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2.2.1. Carcinomes mammaires de sous-type luminal A

Ce sont les carcinomes mammaires les plus fréquents dans la population, représentant
50 4 60% des cas [26, 65]. Leur nom provient du fait que ces carcinomes ont un profil
génétique semblable aux cellules luminales mammaires puisqu’ils expriment les cytokératines
CK8 et CK18. Dans la grande majorité des cas, les carcinomes de ce sous-type expriment ER
et/ou PR ainsi que le facteur de transcription GATA-3. Elles n’expriment généralement pas le
récepteur HER-2 (Figure 5B). Seulement 12 & 15 % des carcinomes de sous-type luminal A
présentent des mutations dans le géne suppresseur de tumeur 7P53 [22, 26, 65].

Ces carcinomes sont généralement de petites tailles, présentant un phénotype bien a
moyennement différencié. 11 s’agit le plus souvent de carcinomes mammaires lobulaires in
situ, c’est-a-dire que les cellules tumorales n’envahissent pas les tissus adjacents. Ces
carcinomes sont donc classés comme de bas grade, présentant un meilleur pronostic avec un
taux de survie élevé et un faible risque de récurrence comparativement aux autres sous-types
de carcinomes.

Etant donné que ces carcinomes mammaires expriment les récepteurs ER et/ou PR, un
traitement par hormonothérapie peut étre utilisé chez les patientes présentant ce sous-type de
carcinomes. Des agents anti-oestrogéniques, dont le tamoxiféne a I’origine développé comme
agent contraceptif, sont aujourd’hui couramment utilisés chez les patientes non ménopausées
comme premiére ligne de traitement pour ce type de cancer du sein {66, 67]. Ce traitement
meéne a la régression d’environ 30% des cancers du sein. Chez les patientes ménopausées, le
traitement de ce sous-type est principalement basé sur I’utilisation d’inhibiteurs de
I’aromatase. Cette classe de médicaments inhibe I’activité de I’aromatase, une enzyme

essentielle & la conversion des hormones stéroidiennes en cestrogeénes [65, 68].

2.2.2. Carcinomes mammaires de sous-type luminal B

IIs représentent 10 & 20% des cas de carcinomes mammaires. Comme pour le sous-
type luminal A, les cellules tumorales ont un profil génétique semblable aux cellules
luminales mammaires puisqu’ils expri nent les cytokératines CK8 et CK18 [65]. Plusieurs
différences ont été identifiées entre les deux sous-types A et B concernant I’expression des
génes, la méthylation de I’ADN et au niveau de certaines mutations somatiques [69]. Les
carcinomes de sous-type luminal B n’expriment que faiblement PR comparé au luminal A.
Des altérations du géne 7P53 sont aussi plus fréquemment observées dans ce sous-type. Une
expression élevée de plusieurs génes liés a prolifération cellulaire, comme MKI67, CCNBI,

MYBL2 et dans certains cas le récepteur HER-2, a été identifiée dans ce sous-type [70, 71].
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Parmi les carcinomes ER’, le sous-type luminal B a été identifié comme étant le plus
agressif et ayant un mauvais pronostic [69]. Ces carcinomes sont souvent de grade élevé,
présentant une croissance rapide avec invasion des nodules lymphoides et un risque de
récurrence €élevé avec métastases au niveau des os [72].

Lorsque les carcinomes de sous-type luminal B expriment les récepteurs ER et/ou
HER-2 (ER'/HER-2" dans environ 20% des cas ; ER"/HER-2" dans 72% des cas; ER’"HER-2"
dans 1% des cas; Figure 5B [62]), un traitement par hormonothérapie et/ou utilisant un
anticorps qui cible HER-2 (le Traztuzumab) peut étre envisagée [69]. Cependant, bien que ce
sous-type de carcinomes exprime dans la majorité des cas ER, peu de génes régulés par les
cestrogénes semblent étre exprimés. Ces carcinomes utiliseraient une voie alternative aux
cestrogénes pour proliférer [69]. C’est pourquoi les patientes atteintes de ce type de
carcinomes ne répondraient pas aussi efficacement aux traitements hormonaux et a la
chimiothérapie. De plus, des cellules tumorales résiduelles hautement prolifératives seraient
responsables de la récurrence du cancer. Etant donné la faible réponse des patientes &
I’hormonothérapie pour ce sous-type luminal-B, de nouvelles cibles thérapeutiques sont en
cours d’étude. Les voies de signalisation du facteur de croissance a I’insuline (IGF), du
facteur de croissance des fibroblastes (FGF) et de la phosphoinositide-3 kinase (PI3K) en font
parties [72].

2.2.3. Carcinomes mammaires de sous-type HER-2"

Ce sous-type représente 15 a 20 % des cas. Il s’agit de carcinomes faiblement
différenciés dont les cellules tumorales surexpriment le récepteur HER-2 a leur surface a
cause d’une amplification anormale du géne ErbB-2 [73]. L’activité tyrosine kinase de ce
récepteur étant constitutivement activée, les signaux de croissance, de prolifération et
d’invasion sont maintenus dans ces cellules tumorales. Les geénes liés a la prolifération
cellulaire sont donc fortement exprimés dans ces carcinomes [22, 26, 65]. Dans ce sous-type,
les cellules tumorales n’expriment généralement pas ER et PR (Figure 5B). La co-expression
du marqueur HER-2 et de ER survient principalement dans le sous-type luminal B [69]. Ces
carcinomes présentent des mutations du géne 7P53 dans environ 75% des cas [26].

Les carcinomes mammaires HER-2" correspondent le plus souvent a des tumeurs de
haut grade présentant une croissance rapide avec invasion des nodules lymphoides et un taux
de récurrence élevé avec un risque de métastasie [43]. Les cancers du sein qui surexpriment la

protéine HER-2 ont donc plus souvent une évolution défavorable.
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Au niveau des thérapies pour ce type de carcinomes, un anticorps a été généré, le
Traztuzumab (Herceptin®), ciblant spécifiquement le domaine extracellulaire du récepteur
HER-2 & la surface des cellules tumorales [74]. Plus récemment, un nouvel agent, le
Lapatinib, a ét¢ mis sur le marché. Il s’agit d’un inhibiteur des tyrosines kinase qui cible les
voies de signalisation des récepteurs HER et EGFR [75]. La combinaison de ces deux
traitements est utilisée pour le traitement des patientes ayant un cancer du sein avancé ou

métastatique dont les cellules tumorales surexpriment HER-2 [45, 76].

2.2.4. Carcinomes mammaires de sous-type basal

Ces carcinomes représentent 10 & 20% des cas de cancer du sein. Ils expriment des
génes caractéristiques des cellules myoépithéliales/basales et des cellules souches mammaires
(Figure 5A). Par exemple, les marqueurs des cellules myoépithéliales : les cytokératines
CK14, CK17, le facteur p63, la P-cadhérine et la laminine sont retrouvés dans ce sous-type de
carcinome. De méme, les cytokératines CKS5/6 identifiées dans les cellules souches et
progénitrices sont aussi exprimées [22, 26, 77]. Ces carcinomes n’expriment pas ER, PR, le
récepteur HER-2, GATA-3 ainsi que tous les génes caractéristiques des cellules épithéliales
luminales mammaires (Figure 5B) [77]. La majorité de ces carcinomes présentent aussi des
mutations fréquentes du géne TP53 (85%) et BRCAI [22, 26, 65]. L’analyse du profil
d’expression des génes dans ces carcinomes a permis d’identifier de nombreux génes qui
contribuent au phénotype agressif de ce sous-type. Le portrait moléculaire de ces carcinomes
suggére qu’elles auraient pour origine les cellules souches ou progénitrices (Figure 5A) [77].

Ces carcinomes sont de grade élevé ayant un trés mauvais pronostic dii & une
croissance rapide. En effet, ils peuvent se développer trés rapidement entre deux
mammographies annuelles [78]. De plus, ce sous-type de carcinomes affecte plus
fréquemment des jeunes patientes (< 50 ans) [77]. Ils présentent aussi un risque élevé de
métastases au cerveau et aux poumons, des sites connus pour étre associés a un trés mauvais
pronostic [79, 80].

Etant donné que ces carcinomes n’expriment pas les récepteurs ER, PR et HER-2, la
majorité des patientes ne peuvent pas étre traitées efficacement avec les thérapies hormonales
ou avec le Trastuzumab/Lapatinib. Une meilleure caractérisation de ce sous-type est donc
nécessaire pour identifier de nouveaux marqueurs moléculaires qui pourront étre la cible de
nouvelles thérapies. Parmi les cibles potentielles actuelles : EGFR (qui est exprimé dans plus
de 60% de ces carcinomes) et PARP-1 (poly-ADP ribosepolymerase-1) [77]). Les inhibiteurs

de PARP-1 sont en cours d’étude pour le traitement des carcinomes mammaires de sous-type
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basal présentant des mutations des génes BRCAI et TP53. En effet, I’inhibition de PARP-1,
un facteur clé dans la réparation d’une cassure de I’ADN, entraine une accumulation de ces
cassures ce qui favorise I’apoptose des cellules tumorales [81].

Les carcinomes mammaires de sous-type basal sont aussi communément définis
comme « triples négatifs (ER/PR/HER-2) ». Cependant, seulement 40 a 80 % des
carcinomes mammaires triples négatifs expriment des marqueurs basaux et plus de 45% des
carcinomes de sous-type basal ne sont pas triples négatifs [82-86]. Ces deux carcinomes
doivent donc étre définis comme des sous-types de carcinomes mammaires distincts, mais qui
peuvent se chevaucher. C’est le sous-type basal «vrai» qui est significativement plus
chimiosensible que les autres. Il y a donc un besoin clair de marqueurs
immunohistochimiques permettant d’affirmer le caractére basal des carcinomes. Récemment,
I’ensemble des carcinomes de sous-type basal et le plus souvent triple négatifs ont été associé

a un nouveau sous-type de carcinomes mammaires : le sous-type Claudin-low [62].

2.2.5. Carcinomes mammaires de sous-type Claudin-Low

Ces carcinomes mammaires sont caractérisés par une faible expression des protéines
d’adhésion cellulaire comme EpCAM, mucine-1, E-cadhérine et les protéines claudine 3, 4 et
7, impliquées dans les jonctions serrées [64, 87, 88]. Comparé aux autres sous-types, ces
carcinomes montrent une expression inconsitante des marqueurs basaux comme les kératines
5, 14 et 17, une faible expression des génes de prolifération comme Ki67 ainsi que des
marqueurs luminaux comme les kératines 18 et 19, HER-2, ER, PR et GATA-3 (Figure 5B)
[88]. Environ 61 & 71% des carcinomes mammaires de sous-type Claudin-low sont triple
négatifs (ER’, PR, HER-2") et inversement 25 & 39% des carcinomes triples négatifs
présentent des caractéristiques du sous-type Claudin-low [88]. Parmi les génes
significativement régulés a la hausse dans ce sous-type, on retrouve ceux impliqués dans la
réponse immunitaire (CD79b, CD14, vavl), dans la communication cellulaire (chemokine),
dans la matrice extracellulaire (vimentine, FGF-7), dans la différenciation cellulaire (IL-6,
kruppél-like factor 2), dans la migration cellulaire (integrine a5) et dans I’angiogénése
(VEGF) [88, 89]. Ce sous-type Claudin-low est aussi significativement enrichi en facteurs
associés aux cellules souches et mésenchymateuses comme ceux impliqués dans ’EMT et les
facteurs de transcription qui répriment la E-cadhérine : SNAII et 2, SNAI2, TWISTI et 2,
ZEBI et 2 [88]. C’est pourquoi ce sous-type serait le type de carcinome dérivé des cellules
souches mammaires alors que les autres carcinomes de sous-type basal dériveraient de
progéniteurs bipotents ou luminaux (Figure 5A) [87].
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Les carcinomes de sous-type Claudin-low sont généralement de grade élevé, peu
différenciés et présentant souvent une infiltration massive des cellules du systéme
immunitaire [64, 90].

Etant donné que le sous-type Claudin-low présente une forte expression de marqueurs
de PEMT et de facteurs associés aux cellules souches, ces carcinomes peuvent présenter une
résistance thérapeutique et un potentiel métastatique plus élevé [88]. En effet, ’expression des
propriétés migratoires et invasives par les cellules tumorales épithéliales est associée a une
perte des caractéristiques épithéliales (perte de la cohésion intercellulaire) et a I’acquisition de
caractéristiques mésenchymateuses (mobilité, remodelage de la MEC, invasion) [91, 92]. Les
cellules tumorales épithéliales qui expriment des hauts niveaux de marqueurs de I’EMT sont
donc plus susceptibles a envahir de nouveaux tissus et a former des métastases [93]. Un
enrichissement de cellules tumorales mammaires persistantes présentant les caractéristiques
de ce sous-type a été observé aprés un traitement chimiothérapeutique conventionnel [94]. Le
sous-type Claudin-low a aussi été associé & une récidive du cancer du sein dans le cas de
carcinomes mammaires invasifs de grade élevé [95]. Des études supplémentaires sont donc

nécessaires pour mieux caractériser ces carcinomes et ainsi mieux cibler les thérapies.

Le cancer du sein est donc une maladie hétérogéne en terme d’histologie, de réponse
thérapeutique, de patron de dissémination des cellules tumorales & des sites distants et du
pronostic de survie du patient. L’analyse globale de I’expression des génes a I’aide des
nouvelles technologies a permis de mieux comprendre cette hétérogénéité et de mettre en
place une importante classification des tumeurs mammaires selon le profil moléculaire.
Prévoir I’évolution tumorale, la métastasie et la réponse aux traitements thérapeutiques pour
chaque patient est un enjeu majeur en cancérologie. En particulier pour le sous-type basal
dont la recherche d’une cible thérapeutique reste un des plus grands défis, & cause de leur
nature clinique agressive, leur trés mauvais pronostic de survie et leur pathogenése
moléculaire peu caractérisée. C’est pourquoi I’identification et la caractérisation de nouveaux
marqueurs moléculaires sont nécessaires pour faciliter le diagnostic du cancer du sein et

mieux cibler les thérapies.
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Figure 5. Modéle de la hiérarchie épithéliale mammaire humaine et les caractéristiques
cliniques des différents sous-types de carcinomes mammaires. A. Représentation des
différentes sous-populations cellulaires présentes au sein de 1’épithélium mammaire normal et
de leur origine au cours du développement. Une association entre les différents sous-types de
carcinomes mammaires et ces sous-populations cellulaires de 1’épithélium mammaire est
aussi indiquée. Le profil moléculaire de ces différents sous-types de carcinome est représenté
par un gradient d’expression. B. Distribution de I’expression de ER et HER-2 au sein de
chaque sous-type de carcinomes mammaire (tirée de [62, 87]).
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3. Les galectines

Un des changements phénotypiques communs observés dans la progression tumorale
est une transformation dramatique de la glycosylation cellulaire [96, 97]. En fait, une
altération de la glycosylation peut étre considérée comme une caractéristique des cellules
cancéreuses. La glycosylation est un processus cellulaire qui permet I’ajout de structures
oligosaccharidiques sur des protéines et lipides menant & la formation de glycoprotéines et
glycolipides [98]. Les molécules capables de reconnaitre spécifiquement ces glucides sont des
lectines. Chez les vertébrés, deux classes de lectines ont été identifiées. Les lectines de type C,
comme les sélectines et les pentraxines, requiérent du calcium pour I’interaction. Les lectines
de type-S, ou galectines, sont indépendantes du calcium, mais requiérent un thiol [99]. Le
terme de galectine a été introduit en 1994 [100]. A ce jour, 15 galectines ont été identifiées

chez les mammiferes [101].

3.1. Propriétés des galectines

Domaine de reconnaissance des glucides

La structure du CRD des galectines (CRD, carbohydrate recognition domain) a été
bien établie par des études de cristallographie, de diffraction aux rayons X [102] et de
mutagenése dirigée [103]. Cette structure constitue le critére majeur d’appartenance a cette
famille. Le CRD de la majorité des galectines est constitué d’environ 130 acides aminés
[104]. La comparaison des différentes séquences du CRD des galectines montre que quinze
acides aminés sont trés conservés entre les différents membres des galectines. Parmi ces
quinze acides aminés, huit sont essentiels pour la reconnaissance des glucides [105]. Les
acides aminés impliqués dans la liaison du CRD avec un ligand se trouvent globalement sur la

méme face d’un ligand.

Sécrétion atypique

Contrairement aux autres lectines, les galectines possédent des caractéristiques propres
aux protéines cytoplasmiques. En effet, leurs ARNm ne codent pas de peptide signal et ne
possédent pas de séquences évoquant un domaine transmembranaire. Pourtant, ces données
sont en contradiction avec la fréquente observation d’une présence péricellulaire des
galectines [106, 107]. En fait, les galectines sont absentes du Golgi par ou transitent
normalement les protéines sécrétées. De plus, leur passage en dehors de la cellule n’est pas
altéré par des inhibiteurs classiques du transport dans le réticulum endoplasmique, comme la

brefeldine A ou la nonensine [104, 108]. Par conséquent, elles seraient sécrétées en dehors de
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la cellule par un processus particulier impliquant la formation de vésicules et d’évagination de
la membrane [109]. L’existence de ce mode distinct de sécrétion est logique si I’on considére
qu’il serait problématique de faire voisiner les galectines et leurs ligands glycoprotéiques dans

le méme compartiment cellulaire.

3.2. Classification

Selon le nombre et I’organisation de leurs domaines CRD, les galectines sont

regroupées en trois sous-types : type simple, type double ou chimére (Figure 6).

Type simple

Les galectines de type simple, aussi appelées dimére homogéne ou prototype, sont
constituées d’un seul CRD. Elles ont une forme globulaire compacte due & deux feuillets 3
superposés contenant chacun cinq & six chaines d’acides aminés antiparalleéles [110]. Les
galectines de type simple sont constituées d’environ 130 acides aminés ce qui représente une
masse moléculaire d’environ 14 kDalton (kDa). Elles peuvent se retrouver sous forme de
monomere avec un seul CRD, mais aussi sous forme de diméres avec deux CRD [111, 112].
Dans ce cas-ci, les deux sites de liaison aux deux extrémités du dimére rendent les galectines
aptes a former des pontages entre les structures glucidiques. Les feuillets B de la région
d’interface du dimeére établissent entre eux des liaisons hydrogénes créant des feuillets B
continus de 10 a 12 brins antiparalléles, et donc une structure trés stable. Dans ce groupe on
retrouve la majorité des galectines soit : galectine-1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 et 15 (Figure 6)
[104, 113].

Type double ou en tandem répété

Dans ce sous-type, les galectines possédent deux CRD séparés par une chaine
polypeptidique d’environ 70 acides aminés. La structure primaire des deux CRD differe
partiellement permettant de fixer des B-galactosides différents [114]. Ces galectines ont donc
une bivalence naturelle. Les deux CRD sont formés d’environ 150 acides aminés chacun ce
qui entraine une masse moléculaire d’environ 32 a 36 kDa. Ces galectines ont une forme plus
allongée ce qui leur permet de se lier a des lactosamines internes, comme des
polylactosamines. Dans ce groupe on retrouve les galectines : 4, 6, 8, 9 et 12 (Figure 6) [104,

113).
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Type chimere

Une seule galectine de ce type est décrite : galectine-3. Elle est constituée d’environ
260 acides aminés (masse moléculaire d’environ 35 kDa) et de deux domaines trés différents
d’ou sa dénomination de « chimére » [104, 110]. Elle posséde un domaine C-terminal avec un
CRD et un domaine N-terminal qui contient huit séquences répétées de neuf acides aminés,
avec un fort pourcentage de proline, glycine et de tyrosine. Ce domaine N-terminal est
sensible aux MMP-2 et 9 (matrice metalloproteinase-2 and 9) [115]. Lorsque galectine-3
s’attache & un ligand, sa conformation change et peut alors s’oligomériser et former des

pentameéres (Figure 6) [104, 113].
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Figure 6. Représentation schématique des différents membres de la famille des
galectines. A. Subdivision des galectines en 3 groupes : type simple, type en tandem répété et
le type chimére. B. Représentation des différents types d’oligomeéres (ou « treillis ») que
peuvent former les galectines suite & la fixation de structures glucidiques (ligand bivalent,
trivalent, tétravalent) (tirée de [113]).

3.3. Ligands des galectines

Les galectines ont une affinité différente pour les glycoconjugués. La structure
minimale reconnue par les galectines est le disaccharide N-acetyllactosamine (LacNAc)
retrouvé sur les N-glycans ou O-glycans [104, 116, 117]. Plus ces glucides présentent des
unités multiples (poly-LacNac) sur les glycoprotéines, plus I’affinité pour les galectines
augmente [118]. Des différences substantielles existent dans la préférence de liaison des
glucides pour chaque membre des galectines. C’est cette légeére différence qui peut expliquer

la diversification fonctionnelle des galectines. Ces variations dans la reconnaissance du
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glucide sont surtout associées aux différentes extensions de branches glucidiques, la multitude
des résidus LacNAc et/ou de la modification des saccharides terminaux [113].

Les structures glucidiques se retrouvent sur une variété de protéines a la surface de la
cellule comme les récepteurs aux cytokines, les intégrines et cadhérines [119, 120]. Les
galectines peuvent fixer de multiples partenaires glycosylés formant alors des complexes
multivalents, nommées treillis a la surface de la cellule (Figure 6B) [113, 121]. En plus des
structures glucidiques a la surface cellulaire, les galectines peuvent aussi reconnaitre des
ligands saccharidiques présents sur les microorganismes [122]. Plusieurs études démontrent la
contribution des galectines a la reconnaissance des pathogénes et a leur participation dans
I’immunité innée [113]. Les galectines peuvent aussi fixer d’autres structures/protéines a
I’intérieur de la cellule [123-126]. Il n’a cependant pas été encore clairement défini quel était

le site de liaison impliqué dans ces interactions intracellulaires des galectines [126, 127].

3.4. Fonctions des galectines et leur implication dans le cancer

Les galectines sont impliquées dans diverses fonctions biologiques a la fois extra et
intracellulaires, ainsi qu’a des processus pathologiques comme certaines maladies et cancers
[104, 113, 116, 121, 122, 128, 129]. Depuis les dix derniéres années, il y a eu une
augmentation exponentielle du nombre de publications sur les galectines et plus de 3900
articles traitent de leur structure et fonction. Le Tableau 1 présente des exemples de certaines
fonctions des galectines en particulier pour les galectines-1 et 3 qui restent les plus étudiées.

Une méme galectine peut interagir avec divers ligand dans le milieu extracellulaire et
permettre des interactions multiples entre des cellules ou entre des cellules et des composants
de la MEC. Dépendamment de leur concentration, de leur localisation et du type cellulaire,
une méme galectine peut a la fois inhiber ou favoriser 1’adhésion [99, 106]. En effet, les
galectines peuvent, d’un c6té, présenter des propriétés adhésives lorsqu’elles agissent comme
des ligands dans la reconnaissance de récepteurs a la surface cellulaire. D’un autre c6té,
lorsque les galectines sont solubles dans le milieu, elles peuvent bloquer I’accés aux
récepteurs et présenter ainsi des propriétés antiadhésives. Les galectines peuvent reconnaitre
par 'intermédiaire de leur CRD les intégrines a la surface des cellules [130-133], les CD
présents sur les lymphocytes T [134] et des composants de la MEC dont la laminine, la
fibronectine et le collagéne de type IV [131, 135-138]. Les propriétés d’adhésion des
galectines impliquent aussi qu’elles peuvent favoriser ou inhiber la migration cellulaire [139-

142).
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Une des fonctions les plus étudiées chez les galectines est la régulation de I’apoptose.
Certaines galectines semblent étre pro-apoptotiques tandis que d’autres semblent étre anti-
apoptotiques [113, 143]. Elles peuvent méme avoir les deux fonctions dépendamment de leur
localisation dans la cellule ou du type cellulaire [99, 144]. Galectine-3 est un des membres de
cette famille dont les fonctions apoptotiques ont été les mieux caractérisées jusqu’a présent.
Dans le cytosol, Galectine-3 protégerait de I’apoptose tandis que dans le noyau, elle serait
pro-apoptotique [145]. Elle peut exercer ses fonctions anti-apoptotiques en se fixant a des
régulateurs clés de I’apoptose comme la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (B-cell lymphoma-2)
[146]. Galectine-3 et Bcl-2 présentent un motif commun NWGR dans leur domaine C-
terminal [147]. Ce motif est retrouvé dans le domaine BH1 de Bcl-2 et il serait essentiel a sa
fonction anti-apoptotique. Pour galectine-3, ce motif est trés conservé dans toutes les espéces
et il serait nécessaire a I’activité de son CRD. La mutation d’un acide aminé au niveau de ce
motif est suffisante pour abolir la fonction anti-apoptotique de galectine-3 [147].

Etant donné la diversité fonctionnelle des galectines, il n’est pas surprenant que ces
protéines aient été impliquées dans chacune des étapes de la progression tumorale comme
I'initiation, la transformation, I'invasion, I’angiogenése et la métastasie [148]. Certaines
galectines peuvent induire un phénotype transformé [149-151], comme galectine-1 et 3 en
interragissant avec 1’oncogéne Ras [123, 124]. Elles peuvent aussi intervenir sur la croissance
des cellules tumorales [99, 107, 152]. Etant donné que les galectines peuvent étre exprimées
par les cellules du systéme immunitaire et inflammatoire et réguler leurs fonctions [113, 128],
il est suggéré qu’elles pourraient aider les cellules tumorales a s’échapper du systéme
immunitaire [153, 154]. Il est bien documenté que la perte d’adhésion entre les cellules
corréle avec I’invasion tumorale et la métastasie. La sécrétion de galectines par les cellules
tumorales et I’attachement de ces lectines sur des glycoprotéines a la surface de ces cellules
pourraient donc faciliter leur détachement de la MEC. A I’inverse, la sécrétion de galectines
pourrait aussi permettre la formation de pont entre les cellules tumorales et les cellules

endothéliales facilitant alors I’invasion dans la circulation et la métastasie [148, 155, 156].
Ces données démontrent que les galectines sont une importante classe de molécules

pour de multiples processus pathologiques et donc une cible potentielle pour des thérapies

anticancéreuses [107, 127, 157, 158].
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NOM

FONCTIONS

Gal-1

« Contribue a I’épissage de PARNm [158-160).

+ Inhibe I’adhésion des lymphocytes T a la MEC [133].

« Induit la migration des cellules dendritiques [137].

» Inhibe la migration transendothéliale des lymphocytes T et des éosinophiles [138].

* Influence la prolifération des cellules souches neuronales [161, 162].

« Inhibe la sécrétion de cytokines [133].

« Contribue a ['activation des macrophages [163] et des lymphocytes B [164].

* Permet I'adhésion de cellules tumorales a la MEC [134, 135].

* Inhibe I’activation des lymphocytes T, induit leur arrét de croissance et I’apoptose [ 142, 165, 166].
* Participe a Pinitiation de la transformation cellulaire [123].

Gal-2

* Induit la sécrétion de lymphotoxine-a par les macrophages [167].
* Induit I’apoptose des lymphocytes T [168].

Gal-3

*» Accélére la réépithélialisation des blessures [169, 170].

» Contribue 3 I'épissage de PARNm [ 158, 171].

+ Favorise I’adhésion et [’agrégation cellulaire [119].

» Contribue au recrutement de monocytes, neutrophiles et éosinophiles au site inflammatoire [ 140].

« Induit la prolifération des lymphocytes T activés [172].

* Induit I’activation de cellules inflammatoires [173].

* Induit sécrétion de cytokines et de chemokine [174, 175].

« Favorise la phagocytose par les macrophages [176].

= Induit ’apoptose (Gal-3 extracellulaire; [147, 177, 178]) ou inhibe I’apoptose (Gal-3 intracellulaire; [141,
179]) de lymphocytes T.

« Participe a Pinitiation de la transformation cellulaire [124, 147-149].

» Favorise [136] ou inhibe [129] I’adhésion de carcinomes mammaires humains a la MEC.

» Induit la migration des cellules endothéliales et participe a la néo-angiogénése tumorale [180, 181].
» Favorise la prolifération de cellules tumorales [135, 144, 148, 149].

Gal-4

» Stimule sécrétion d’1L-6 par les lymphocytes T CD4 [182].

Gal-7

* Accélére la réépithélialisation des blessures [169, 170] en induisant la migration des kératinocytes [183].
« Induit I’apoptose des kératinocytes [184] et de lignées cellulaires tumorales {185].

« Protége de I’apoptose dans le cas de lignées de carcinomes mammaires [186] et de lymphome [187].

« Favorise le rejet aigu des allogreffes [188, 189] en en modulant la réponse immunitaire [189-191].

» Inhibe la croissance cellulaire de lignées cellulaires du cancer du colon [192] et de neuroblastome [193].
» Inhibe la néo-angiogénése [192).

» Favorise la progression tumorale [186, 187, 194-200].

« Favorise les métastases du lymphome [200] et du cancer du sein [186].

Gal-8

« Induit I’adhésion des neutrophiles a la MEC [131].
 Diminue la migration de cellules tumorales [201, 202].
« Diminue I’endocytose du récepteur a I’insuline [203].

Gal-9

« Induit la maturation des cellules dendritiques [204].
« Induit ’apoptose des lymphocytes Thl [205, 206].
« Intervient dans le transport du glucose [207].

Gal-10

« Intervient dans la fonction des lymphocytes T régulateurs [208].

Gal-12

« Induit I’apoptose des adipocytes {209].
sIntervient dans la différenciation des adipocytes [210].
» Intervient dans le cycle cellulaire [211].

Tableau 1. Exemples des fonctions de certaines galectines.
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3.5. Implication clinique des galectines.

Les galectines pourraient étre exploitées comme des agents thérapeutiques pour le
traitement de certaines maladies et cancers [107, 212]. La majorité¢ des études traitant de
I"inhibition des galectines se sont concentrées sur les mécanismes de répression de la liaison
de celles-ci avec leur ligand au niveau du CRD [213, 214]. Plusieurs équipes ont développé
des dérivés de ces glucides afin d’inhiber 1’activité des galectines [215-217]. D’autres ont fait
appel a I'utilisation de ligands naturels des galectines. Par exemple, le polysaccharide GCS-
100 permet d’inhiber la protéine galectine-3, induisant I’apoptose de cellules cancéreuses
dans le cas d’un myélome multiple [218, 219]. Cependant, plus d’investigations et d’essais
cliniques sont nécessaires pour déterminer si ces dérivés peuvent étre utilisés efficacement
comme inhibiteurs des galectines dans le traitement des maladies et cancers. Des agents
chimiothérapeutiques ou anti-métastatiques conventionnels peuvent aussi moduler certaines
galectines comme galectine-1 [220, 221].

En plus d’étre une cible thérapeutique, les galectines pourraient aussi servir de
biomarqueurs de cancers spécifiques [146, 212, 222, 223]. Par exemple, galectine-3 pourrait
étre utilisée comme marqueur de la progression maligne du cancer de la prostate puisque son
expression diminue dans les carcinomes primaires et métastatiques comparée aux cellules
normales [212, 224, 225]. Dans le lymphome, galectine-3 est aussi fortement exprimée dans
les sous-types agressifs comme les lymphomes diffus a grandes cellules B (DLBCL), comparé
aux lymphocytes normaux [226].

Les galectines pourraient aussi étre utilisées indirectement pour contrdler I’efficacité
de certains traitements. Par exemple, étant donné que galectine-3 peut étre clivée par MMP-2
et 9 [115], elle pourrait étre utilisée comme marqueur pour contréler I’activité de ces MMP

lors d’un traitement avec des inhibiteurs spécifiques de ces protéinases [212].

La difficulté d’utiliser des inhibiteurs des galectines est que cette famille de protéines
compte plusieurs membres qui peuvent avoir des fonctions redondantes. Parmi les membres
de cette famille, galectine-7 semble avoir un patron d’expression unique dans les tissus

normaux et le cancer, non retrouvé chez les autres galectines [227].
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4. Galectine-7

4.1. Sa découverte

C’est Peter Madsen et ses collaborateurs, en 1995, qui ont identifié pour la premiére
fois galectine-7 [228]. Son équipe cherchait une protéine dont les niveaux d’expression étaient
différemment régulés entre les kératinocytes et les cellules cancéreuses de la peau, et qui
jouait un role dans la maintenance du phénotype normal. En comparant les niveaux protéiques
de kératinocytes normaux et transformés par SV40 (K14) sur un gel d’électrophorése en deux
dimensions, Madsen a identifié une protéine correspondant & IEF17 qui était fortement
régulée a la baisse dans les cellules K14. Le clonage de IEF17 a permis de déterminer que la
protéine contenait 136 acides aminés et avait une masse moléculaire de 15 kDa. Des analyses
de séquence ont ensuite révélé des similarités avec la famille des galectines, notamment au

niveau de la séquence conservée du CRD. La protéine IEF 17 a donc ét¢ nommée galectine-7.

4.2, Sa spécificité d’expression

Une analyse de I’expression protéique sur une série de tissus humains a révélé que
galectine-7 est uniquement exprimée dans les épithéliums stratifiés [228, 229]. Au niveau de
I’épiderme, galectine-7 est abondamment exprimée dans la couche basale, dans la couche
supra-basale et trés concentrée dans les sites de contact cellules-cellules. Son expression
semble rester constante a travers la couche basale proliférative et supra-basale différenciée
[230]. Cette distribution distingue galectine-7 des marqueurs épithéliaux K5 et K14 (kératine
5 et 4) dont D’expression est spécifique aux couches basales ou supra-basales [231].
L’expression de galectine-7 est unique dans 1’épiderme et aucun autre marqueur ne présente
cette distribution dans toutes les couches. Parmi la famille des galectines, c’est aussi la seule
qui posséde une expression aussi spécifique. Son expression coincide avec le premier signe
visible de stratification de 1’épiderme lors du développement épithélial [232]. C’est pourquoi
galectine-7 est considérée comme un marqueur des épithéliums stratifiés, indépendamment de
I’épithélium d’origine, du niveau de kératinisation et du degré de différenciation de celui-ci
[195, 229, 230, 232]. On retrouve une expression uniforme de galectine-7 dans les
épithéliums de I’épiderme, de utérus, de la gaine externe de la racine des follicules pileux,
de I’esophage, de la trachée, de la langue, de la comée et des corpuscules de Hassal du
thymus (Figure 7) [230, 233].
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Epiderme Epithélium vtérm

Figure 7. Expression tissulaire de galectine-7 dans I’épithélium normal. Marquage
immunohistochimique de galectine-7 (brun) dans les épithéliums de certains tissus (Images
tirées de la base de données Protein Atlas http://www.proteinatlas.org; ainsi que de données
du laboratoire [186]).

4.3. Ses partenaires d’interaction

Au niveau extracellulaire, galectine-7 peut s’attacher aux ligands comme le lactose ou
les structures LacNac (N-Acetyl-D-Lactosamine). Contrairement aux galectine-1 et 3, sa
liaison avec des oligosaccharides contenant du LacNac est plus faible puisque son affinité
pour ce ligand est six 4 onze fois plus faible. Rondanino et ses collaborateurs ont démontré
que galectine-7 pouvait se lier aux intégrines $1 a la surface des cellules MDCK (Madin-
Darby canine Kidney) [234]. Cette liaison peut étre complétement inhibée en présence de
lactose, suggérant qu’elle serait dépendante du CRD. Les auteurs suggérent que galectine-7
serait ciblée spécifiquement au niveau des cils a la surface des cellules rénales et jouerait un
role clé dans la stabilisation des glycoconjugués responsables de I’intégrité de la fonction des
cils et de la réparation de blessures de 1’épithélium [234].

Galectine-7 peut aussi interagir avec des protéines intracellulaires. Inagaki et ses

collaborateurs ont observé que la galectine-7 pouvait s’associer avec Smad3 phosphorylé suite
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a une stimulation avec de I'HGF (hepatocyte growth factor) [191]. 1ls ont découvert qu’en
réponse a I’HGF, la translocation du noyau au cytoplasme de Smad-3 phosphorylé était
accélérée par galectine-7. Une analyse par spectrométrie de masse a identifié galectine-7
comme une des protéines immunoprécipitées par un anticorps anti-phospho-Smad2/3 suite a
un traitement des fibroblastes de reins COS-7 avec I’HGF. Récemment, une interaction
physique entre galectine-7 et la protéine anti-apoptotique Bcl-2 a été observée [125]. A partir
de mitochondries purifiées de la lignée cellulaire de carcinomes du colon HCT-116, galectine-
7 a été¢ immunoprécipitée avec Bcl-2. Cette liaison semble étre indépendante du CRD, car
I’ajout de lactose n’interfére pas dans la liaison de ces deux protéines. Les auteurs de cette
étude suggérent que galectine-7 pourrait inhiber Bcl-2 en interagissant avec elle a la
mitochondrie et que cette interaction serait abolie suite & un stress génotoxique, menant a

I’activation de I’apoptose. Le site de liaison impliqué dans cette interaction reste inconnu.

4.4. Ses fonctions

Des études ont révélé que galectine-7 était retrouvée a la fois au niveau intracellulaire,
dans cytoplasme et le noyau, mais aussi sécrétée dans le milieu extracellulaire [195], ce qui
suggere qu’elle est impliquée dans de multiples processus biologiques (Tableau 1).

En utilisant comme modéle la cornée, Cao et ses collaborateurs ont démontré un rdle
de galectine-7 dans la réépithélialisation des blessures [169, 170]. La régulation a la hausse de
I’expression de galectine-7 dans I’épithélium de la comée blessée permettait d’accélérer la
réépithélialisation. Des souris génétiquement déficientes en galectine-7 (Gal-7") ont permis
de révéler que cette protéine contrdlait la prolifération des kératinocytes [183]. Galectine-7
s’accumulait dans le front de migration des kératinocytes au niveau des lamellipodes, une
extension de la membrane plasmique, ou elle jouait un réle dans la migration des
kératinocytes.

La majorité des études ont d’abord identifié galectine-7 comme étant pro-apoptotique.
La premiére étude a ce sujet a été¢ faite dans des cellules du cancer du colon DLD-1
surexprimant le géne codant pour le facteur de transcription pro-apoptotique p53 [235]. Sur
7002 génes analysés, galectine-7 était un des quatorze génes dont I’expression était induite
précocement suite a I’apoptose induite par le facteur de transcription p53. C’est pourquoi elle
a été identifiée comme une protéine induite par p53 et nommée dans cette étude PIG1 (p53-
induced gene-1). Une autre étude a démontré que les niveaux de galectine-7 étaient fortement
augmentés dans des kératinocytes en apoptose suite & une irradiation aux ultraviolets d’un

échantillon de peau humaine [184]. Dans cette étude, en paralléle & ’augmentation de
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galectine-7, les auteurs ont observé une stabilisation de la protéine p53. De plus, galectine-7
n’était pas induite suite a I’irradiation de lignées cellulaires génétiquement déficientes en pS3
ou exprimant des formes mutées de p53 [184]. Ces données suggérent que la surexpression de
galectine-7 observée dans les kératinocytes humains en apoptose serait dépendante de la
présence de pS53 et que ce facteur de transcription pourrait contréler la transcription de
galectine-7. Kuwabara et ses collaborateurs ont aussi montré que I’expression ectopique de
galectine-7 dans des lignées cellulaires HeLa et DLD-1 rendaient ces cellules plus sensibles &
I’apoptose sous différentes conditions dont I’irradiation aux UVB, des traitements a
I’actinomycine D, & I’étoposide, au camptothecine ou 4 une combinaison de TNFo et de
cycloheximide [185]. Comme galectine-7 était retrouvée dans le noyau et le cytoplasme de
ces transfectants, les auteurs ont suggéré que 1’effet pro-apoptotique de galectine-7 n’était pas
dépendante de sa fixation sur des glycoconjugués a la surface des cellules [185]. En fait, ils
ont proposé que galectine-7 assumait ses fonctions pro-apoptotiques a I’intérieur de la cellule
en interagissant avec des protéines pro-apoptotiques.

Des travaux récents ont cependant démontré que galectine-7 pouvait aussi présenter
des fonctions anti-apoptotiques. Dans notre laboratoire, Demers et ses collaborateurs ont
observé qu’une lignée cellulaire de carcinomes mammaires de souris traitée avec un agent
pro-apoptotique EGCG (Epigallocatechin-3-gallate) présentait une résistance a 1’apoptose
lorsque galectine-7 était surexprimée comparativement aux cellules témoins [186]. Dans un
modele de lymphomes murins, il a été suggéré que I’association de galectine-7 a la
progression tumorale était en partie due a des fonctions anti-apoptotiques de cette protéine
[187]. Gendronneau et ses collaborateurs avaient aussi révélé que les souris génétiquement
déficientes en galectine-7 présentaient une réponse a [’apoptose plus aigué et prolongée
lorsque I’épiderme de ces souris était irradié aux UVB [183]. 1l est donc possible que les
fonctions pro- et anti-apoptotique de galectine-7 dépendent non seulement du type cellulaire,
mais aussi du type de stimulation.

Comme les autres galectines, galectine-7 aurait aussi une implication dans la réponse
immunitaire. Plusieurs études I’ont démontré particuliérement dans des modéles de rejet de
greffes ou Galectine-7 jouerait un réle dans ’accélération du rejet en modulant la réponse

immunitaire [188-190].
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4.5. Son implication dans le cancer

Plusieurs études ont révélé que galectine-7 pouvait étre a la fois pro-tumorale et anti-

tumorale dans différents types de cancers.

4.5.1. Effet anti-tumoral

Comme mentionnée plus haut, la fonction pro-apoptotique de galectine-7 favoriserait
I’élimination des cellules tumorales. Indépendamment de sa fonction pro-apoptotique,
galectine-7 peut aussi inhiber la croissance tumorale. Une croissance tumorale plus lente est
observée lorsque galectine-7 est surexprimée dans des lignées cellulaires du cancer du c6lon
DLD-1 transplantées dans des souris immunodéficientes [192]. Une faible activité caspase-3
dans ces tumeurs révéle que cette inhibition de la prolifération n’est pas liée a4 une
augmentation de [’apoptose. L’expression ectopique de galectine-7 dans les DLD-1 inhibe
aussi la néo-angiogenése in vivo [192]. Kopitz a aussi observé que galectine-7 réduisait la
croissance cellulaire de neuroblastomes, indépendamment de sa fonction pro-apoptotique
[193]. En fait, la chaine glucidique du ganglioside GM1 a la surface des cellules de
neuroblastomes est un ligand de galectine-7. L’expression de GM1 est un facteur clé pour le
passage de I’état prolifératif vers 1’état de différenciation de ces cellules. En fixant ce
ganglioside, galectine-7 inhibait la croissance de ces cellules.

Bien que certaines études associent galectine-7 & un facteur anti-tumoral, une grande

majorité d’études I’identifie aussi comme un facteur pro-tumoral.

4.5.2. Effet pro-tumoral

Dans le cancer de la thyroide

Une étude de I’expression de galectine-7 dans une série de lésions de la thyroide a
révélé qu’elle était régulée a la baisse dans des adénomes microfolliculaires comparativement
aux carcinomes papillaires de la thyroide ou galectine-7 était régulée a la hausse [194]. Cette
étude a suggéré un double rdle de galectine-7 dans les différents stades du développement de
ce cancer. En fait, les auteurs ont révélé qu’étant donné le r6le pro-apoptotique de galectine-7,
la régulation a la baisse de cette lectine dans les adénomes permettait aux cellules tumorales
de s’échapper de ’apoptose a ce stade. Puis, au cours de la progression du stade d’adénomes
vers le stade de carcinomes, la surexpression de galectine-7 avait un réle pro-tumoral et était
liée a la progression vers un phénotype malin. En fait, les variations dans 1’expression de
galectine-7 suggérent qu’elle pourrait étre un bon marqueur dans le diagnostic des différentes

lésions de la thyroide.
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Carcinomes a cellules squameuses (SCC)

Galectine-7 est surexprimée dans les SCC de la cavité buccale comparativement a
I’épithélium buccal normal [236]. Des niveaux élevés de galectine-7 sont associés & un taux
de récurrence précoce et a un mauvais pronostic chez les patients atteints de SCC
hypopharyngé de stade IV [195]. Une expression qui n’est pas observée avec galectine-3 et
galectine-1. Dans des tissus de patients atteints de carcinomes a cellules squameuses de la téte
et du cou (HNSCC), un marquage immunohistochimique de galectine-7 a révélé une forte
expression de cette protéine [196]. Cette méme équipe a démontré que I’initiation de la
tumorogenése dans ce type de cancer était associée a une localisation nucléaire de galectine-7.
Dans les stades plus avancés de carcinomes, galectine-7 était a I’inverse cytoplasmique. Cette
localisation était complétement inversée dans le cas de galectine-1 qui se retrouvait fortement
augmentée dans les noyaux des carcinomes. Zhu et ses collaborateurs ont aussi identifié
galectine-7 comme un marqueur potentiel des SCC de I’esophage (ESCC) [197].
L’expression de galectine-7 était fortement augmentée dans les tissus des ESCC comparé aux

tissus sains.

Dans le ymphome

En comparant les transcriptomes d’une lignée cellulaire de lymphomes non-
agressifs/non-métastatiques (164T2) et celui d’un variant hautement agressif/métastatique
(164T2S11) obtenu par de multiples passages in vivo, Moisan et ses collaborateurs ont
identifié plusieurs génes dont I’expression était modulée [199]. Parmi ces geénes, ils ont
remarqué que le géne codant pour galectine-7 était fortement régulé a la hausse dans les
variants hautement métastatiques. Des niveaux protéiques élevés de galectine-7 ont aussi été
confirmés dans d’autres variants hautement métastatiques. Des études in vivo ont par la suite
révélé que la surexpression de galectine-7 dans les lymphomes non-agressifs était suffisante
pour leur conférer un phénotype agressif avec la capacité de se disséminer dans les ganglions
périphériques, la rate, le foie et le rein [187]. Cette surexpression de galectine-7 dans les
lymphomes pouvait aussi a elle seule induire la présence de lymphomes périphériques dans
des souris déficientes en ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1), normalement
résistantes & la formation de métastases. Cette capacité accrue a former des métastases
corrélait avec I’expression de MMP-9, une protéase extracellulaire associée a 1’invasion
tissulaire et 4 un mauvais pronostic dans le lymphome non Hodgkinien [237, 238]. A
Pinverse, ’inhibition compléte de galectine-7 par des antisens dans les variants agressifs de

lymphomes comme 164T2S11 retardait significativement la dissémination et la croissance des
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tumeurs lymphoides et augmentait la survie des souris comparativement aux témoins [200].
De méme, I’inhibition de galectine-7 dans les cellules de lymphomes agressifs corrélait avec
une diminution de I’expression du géne MMP-9 et de I’infiltration des cellules tumorales aux
organes périphériques [200]. Ces résultats chez la souris corroborent avec les niveaux
d’expression élevés de galectine-7 dans les différents types de cancers hématologiques
d’origine humaine comparativement aux cellules B normales qui n’expriment pas de niveaux

détectables de galectine-7.

Cancer de ’ovaire

Une étude récente indique que la galectine-7 pourrait aussi avoir un réle pro-tumoral
dans le cancer de I’ovaire. Les auteurs de cette étude ont observé une régulation a la hausse de
I’expression de galectine-7 dans plusieurs échantillons de carcinomes ovariens [239]. Ils ont
également déterminé que des niveaux élevés de galectine-7 étaient associés a des tumeurs plus
volumineuses, a un taux de mortalité élevé, et & un mauvais pronostic de survie. Une
inhibition de galectine-7 par des siRNA dans une lignée cellulaire de cancer de I’ovaire
diminuait de fagon significative la prolifération de ces cellules. Ces données soulévent
I’hypothése que galectine-7 pourrait favoriser la croissance de ces cellules cancéreuses. Le

mécanisme moléculaire impliqué demeure toutefois inconnu.

Cancer du sein

Galectine-7 est uniquement exprimée dans les cellules myoépithéliales de la glande
mammaire [186]. Cette spécificité d’expression au niveau protéique avait été suggérée par
I’analyse de transcriptomes entre des cellules normales myoépithéliales et luminales. Ces
données avaient identifié galectine-7 comme étant le géne le plus exprimé parmi quarante-
deux génes qui distinguent ces deux types cellulaires (Figure 3) [12, 240, 241].

Plusieurs études ont rapporté la présence de niveaux anormalement élevés de
galectine-7 dans les carcinomes mammaires. Une premiére étude publiée en 1997 a démontré
que galectine-7 était surexprimée dans les tissus de carcinomes mammaires de rats induits
chimiquement par le DMBA [242]. Dans notre laboratoire, Demers et ses collaborateurs ont
examiné I’expression de galectine-7 sur des micromatrices tissulaires fabriquées a partir de
biopsies de patients atteints de différents carcinomes mammaires [186]. Les résultats ont
révélé que I’expression de galectine-7 était sévérement altérée dans les tissus représentant les
carcinomes mammaires. Dans tous les cas, les niveaux élevés de galectine-7 ont été observés

chez les patients atteints de carcinomes mammaires de hauts grades, notamment ceux avec un
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phénotype basal (i.e. négatifs pour ER, PR et HER-2). Aucun des carcinomes mammaires de
bas grade ou de sous-type luminal n’est positif pour le marquage de galectine-7. Les auteurs
ont aussi observé que la surexpression de galectine-7 dans des lignées cellulaires murines de
carcinomes mammaires augmentait le potentiel métastatique de ces cellules, lorsqu’elles sont
injectées dans la glande mammaire de souris syngéniques BALB/c[186].

Ces données appuient ceux de Perou chez I’humain [22]. A partir de ’analyse des
transcriptomes d’échantillons prélevés sur différents types de carcinomes mammaires de
grade plus ou moins élevés, les auteurs ont observé que des niveaux élevés d’ARNm de
galectine-7 étaient retrouvés spécifiquement dans les carcinomes de sous-type basal connus
pour leur haut potentiel métastatique [77]. Actuellement, aucun traitement ne cible
spécifiquement ce type de carcinomes. L’utilisation de galectine-7 comme biomarqueur dans
le dépistage des carcinomes mammaires, de méme que [utilisation d’inhibiteurs qui
cibleraient spécifiquement cette lectine, pourrait donc étre envisagée. Dans ce cas,
I’identification des mécanismes moléculaires qui régulent I’expression de galectine-7 est

essentielle afin de mieux développer des stratégies d’inhibition.

4.6. Régulation transcriptionnelle de galectine-7
De fagon générale, peu d’articles traitent des mécanismes de régulation des galectines.
Les mécanismes moléculaires qui régulent galectine-7 sont relativement peu connus.

Seulement les promoteurs des galectine-1 et 3 ont été bien étudiés.

4.6.1. Comparaison avec d’autres galectines

Les régions nécessaires pour l’activité transcriptionnelle basale des galectines se
situent en général proche de I’ATG, a -339/+141 pb pour galectin-3 [244] et -63/+45 pour
galectin-1 [244, 245]. Parmi les facteurs de transcription, NF-kB a été identifié comme un
régulateur clé de ces deux galectines [246, 247]. Plusieurs sites consensus pour ce facteur de
transcription sont présents sur le promoteur de galectine-1 [247]. Des traitements au TNFa ou
la surexpression de p65 sont capables d’induire I’expression de galectine-1. 1l existe méme
une boucle de régulation négative entre galectine-1 et NF-xB [248]. Galectine-1 empéche la
dégradation d’IkBa induite par TNFa, inhibant ’activation de NF-xB. De méme, la protéine
nucling associée a I’apoptose qui interfére avec I’activation de NF-kB, en bloquant la
translocation nucléaire de p65, inhibe I’expression de galectine-3 [249). Galectine-3 est aussi

un geéne cible du facteur de transcription p53 [250]. En effet, le deuxiéme intron de ce géne
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posséde un site consensus pour p53. Ce site module a la baisse I’activit¢é du promoteur
galectine-3 lorsque pS3 de type sauvage est surexprimé [250]. En plus, il a été observé une
corrélation positive entre les mutants p53 et la protéine anti-apoptotique galectine-3 dans le
cancer de la thyroide et inversement avec p53 de type sauvage [251]. Galectine-3 serait
stimulée par le gain de fonction des mutants p53 ce qui permettrait la modulation du
processus anti-apoptotique dans le cancer de la thyroide.

Plusieurs dinucléotides CpG sont distribués le long des promoteurs et séquences
codantes des génes codant pour les galectines [244]. Certains CpG sont méme fortement
présents au niveau de la région proximale du promoteur comme dans le cas des génes codant
pour galectine-1, 3 et 8. La méthylation peut donc jouer un réle clé¢ dans la modulation de
’expression de certaines galectines. Par exemple, I’agent déméthylant 5-aza-CdR (5-aza-2"-
deoxycytidin) est capable de réactiver la transcription de galectine-1 dans plusieurs modéles

cellulaires [252-254].

4.6.2. Mécanismes moléculaires de régulation de galectine-7

Les mécanismes de régulation transcriptionnelle de galectine-7 sont relativement peu
connus. L’étude de Polyak a démontré que galectine-7 était un des quatorze génes dont
I’expression était induite rapidement suite & la surexpression du géne 7P353 dans des cellules
du cancer du cdlon [235]. Aucune étude n’a cependant clairement confirmé I’implication
directe du facteur de transcription p53 dans la régulation transcriptionnelle de galectine-7.

D’autres données ont suggéré qu’il y avait un élément de réponse a I’acide rétinoique
sur le promoteur de galectine-7. En effet, des cultures de kératinocytes qui ont été mises en
présence d’acide rétinoique pendant 24h et 48h montraient une diminution importante (5-10
fois) de I’ARNm de galectine-7 aprés 24h [229].

Demers et ses collaborateurs ont aussi observé une induction de I’expression en
ARNm de galectine-7 dans des lignées cellulaires de lymphome traitées avec 1’inhibiteur de la
méthyltransférase de I’ADN, la 5-aza-CdR [199]. D’ailleurs, dans la base de données NCBI
(National Center for Biotechnology Information), des données sur le statut de méthylation de
I’ADN dans plusieurs lignées cellulaires sont disponibles. C’est le cas du promoteur humain
de galectine-7 (de -1500 a +1 pb) dans les kératinocytes primaires, les cellules
myoépithéliales, luminales et souches de la glande mammaire. Le promoteur de galectine-7
semble étre méthylé dans la région située a environ -150 pb de I’ATG dans les cellules
luminales qui n’expriment normalement pas galectine-7 (Figure 8). Un statut de méthylation

semblable a été observé dans les cellules souches mammaires, bien que I’expression de
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galectine-7 dans ce type de cellules n’ait jamais été déterminée. A I'inverse, dans les
kératinocytes et les cellules myoépithéliales qui expriment de hauts niveaux constitutifs de
galectine-7, la méthylation du promoteur ne semble débuter qu’a partir de -500 pb de I’ATG
environ. 1l serait donc possible que la méthylation puisse jouer un rdle dans la régulation
transcriptionnelle de galectine-7 et que les éléments cis-régulateurs situés dans la région de +1

a -500 pb soient essentiels a I’expression de cette galectine.
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Figure 8. Statut de méthylation du promoteur humain de galectine-7. Des données
épigénétiques tirées de NCBI démontrent le statut de méthylation de la région de +1 a -1500
pb du promoteur humain de galectine-7 dans des lignées cellulaires exprimant de hauts
niveaux de galectine-7 (kératinocytes primaires et cellules myoépithéliales mammaires) et
dans des lignées cellulaires négatives pour galectine-7 (cellules luminales mammaires;
cellules souches mammaires/expression de galectine-7 non testées) (NCBI;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/epigenomics/view/genome/3963/?term=LGALS7)

En fait, c’est indirectement & travers d’autres études indépendantes de galectine-7 que
quelques données sont recueillies au sujet de sa régulation. Par exemple, une analyse par des
micromatrices 8 ADN a identifié des génes induits par Ras dans des fibroblastes

+i+

embryonnaires murins (MEF/Ras™ ") [257]. Parmi ces génes induits par Ras, un groupe de 25
génes ont été identifiés comme clairement dépendant de p65 et/ou de c-Rel. Galectine-7 a été
identifiée parmi ces 25 génes puisque son expression était induite de 5,43 fois lorsque p65/c-
Rel étaient surexprimés dans ces cellules positives pour Ras [257].

D’autre part, par une analyse avec un logiciel de prédiction de la fixation de facteur de
transcription (7Fsearch; http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html), il est possible
d’identifier des sites consensus pour la fixation de facteurs de transcription potentiels. Cette

analyse a suggéré que les facteurs de transcription tels que NF-xB, C/EBP, MZF1, Spl, AP-1
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et pS3 avaient une probabilité élevée de se fixer sur les promoteurs humain et murin de
galectine-7 (-1500/+1 pb). De plus, ces sites consensus semblent étre fortement conservés

entre les promoteurs humain et murin de galectine-7 (Figure 9).
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Figure 9. Représentation des différents sites consensus de fixation de facteurs de
transcription potentiels sur le promoteur de galectine-7 humain (A) et murin (B) (tirée de
TFsearch : http://www .cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html).

D’aprés ces données de la littérature, des hypothéses concernant certains mécanismes
moléculaires de régulation de galectine-7 peuvent étre proposées. Parmi les facteurs de
transcription les plus susceptibles d’étre impliqués dans la régulation transcriptionnelle du
promoteur de galectine-7, on peut citer :

i). Le facteur de transcription p53 et ses formes mutées. Galectine-7 est un géne
induit par p53 et a été fortement associée a I’apoptose dans différents modéles cellulaires
[201, 202, 236]. Plusieurs sites de liaison pour p53 se retrouvent sur le promoteur humain de

galectine-7. Parmi les autres membres des galectines, le promoteur de galectine-3 est régulé
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par des mutants de p53 [250]. De plus, le gain de fonction des mutants de p53 est trés
fortement associé a la promotion de la tumorogenése mammaire, un cancer ou galectine-7
présente des niveaux anormalement élevés [203, 256]. Dans ce type de cancer, galectine-7
favorisait la progression maligne du cancer du sein en protégeant les cellules cancéreuses de
I’apoptose [203]. Or, plusieurs études révélent que les mutants p53 sont associés a la
résistance a I’apoptose [257].

ii). Le facteur de transcription NF-kB. D’une part, plusieurs sites consensus pour le
facteur de transcription NF-xB se retrouvent sur les promoteurs humain et murin de galectine-
7. D’autre part, Hanson et ses coll. avaient identifié galectine-7 comme un des genes dont
’expression était dépendante de p65 et/ou c-Rel [255]. Une activation aberrante de NF-«xB a
été détectée dans la lignée cellulaire de kératinocytes HaCaT ou galectine-7 est fortement
exprimée [258]. De fagon plus intéressante, une activation nucléaire constitutive de NF-kB est
préférentiellement impliquée dans la prolifération de lignées cellulaires de carcinomes
mammaires de sous-type basal, le sous-type ot une expression anormale de galectine-7 est
observée [203, 259]. Parmi les autres membres de la famille des galectines, certaines sont
régulées par NF-kB, dont galectine-1 et 3 (248, 249].

iif). Le facteur de transcription C/EBPP. Plusieurs sites pour ce facteur sont trés
conservés entre le promoteur murin et humain de galectine-7. 11 a été démontré une inhibition
de I’expression en ARNm de galectine-7 lorsque des kératinocytes étaient traités a 1’acide
rétinoique [230]. Or, plusieurs études ont observé que l’acide rétinoique pouvait inhiber
I’expression de génes cible de C/EBP en interférant directement avec la voie d’activation de
ce facteur [261, 262]. En fait, I’attachement de C/EBPf sur son site consensus sur I’ADN des
promoteurs cibles diminuerait en présence d’acide rétinoique [263]. La régulation a la baisse
de ’expression de galectine-7 dans les kératinocytes traités & 1’acide rétinoique pourrait donc
étre une conséquence de I’inhibition de 1’attachement du facteur C/EBPp sur le promoteur de
galectine-7. De plus, C/EBPP est trés impliqué dans la régulation du développement de la
glande mammaire, en particulier I’isoforme C/EBPB-2 [264, 265]. Cette isoforme est associée

a la transformation maligne des cellules épithéliales mammaires [266].
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5. Facteurs de transcription potentiellement impliqués dans Ia régulation du promoteur
de galectine-7

5.1. Le facteur de transcription p53

Dans les années 1980, pS3 a été au départ identifiée comme une protéine reliée a la
transformation tumorale puisque les toutes premiéres études montraient que p53 était
surexprimée dans les cellules tumorales humaines et murines [269, 270]. Dix ans plus tard, les
chercheurs découvraient qu’en réalité les propriétés oncogéniques de la protéine p53
résultaient de nombreuses mutations au niveau de la séquence du géne. Ces mutations seront
responsables du paradigme connu aujourd’hui comme étant le « gain de fonction oncogénique
(GOF) de p53 » [271]. C’est a partir des années 1990 que pS3 fut reconnue comme « un
gardien majeur de I’intégrité du génome » [50]. Les conséquences biologiques de son
activation incluent la régulation du cycle cellulaire, I’induction de I!’apoptose, le
développement, la différenciation, I’amplification des génes, la recombinaison de I’ADN, la
ségrégation chromosomale et la sénescence cellulaire [272, 273]. Le facteur p53 est issu d’une
famille qui inclut trois membres: p53, p63 et p73. Les facteurs p63 et p73 codent pour
différentes isoformes dont la structure et la fonction sont similaires, mais non identiques a
p53. Ces protéines ont des fonctions redondantes au niveau de certains processus cellulaires

comme ’arrét du cycle cellulaire et ’apoptose [274].

5.1.2. Les membres de la famille p53 : p53, p63 et p73

Les trois membres de la famille pS3 partagent une forte homologie autant au niveau
génomique qu’'au niveau protéique. Chacun d’entre eux contient un domaine de
transactivation, un domaine de liaison a I’ADN (DNA binding domain, DBD) et un domaine
d’oligomérisation (Figure 10). Le niveau d’homologie majeur entre ces trois facteurs de
transcription se situe au niveau du DBD. En effet, il y aurait 63% d’identité entre p53 et p73
et 60% entre p53 et p63, ce qui suggére que ces trois facteurs pourraient lier les mémes
séquences d’ADN et activer des promoteurs communs [274]. De méme, la forte conservation
du domaine d’oligomérisation de ces protéines suggére qu’elles pourraient former aussi bien
des hétéro-oligomeéres que des homo-oligoméres. Cependant, il a été démontré que chaque
membre de cette famille tendrait a former majoritairement des homo-oligomeéres [275, 276].
Bien que p53 de type sauvage ne co-immunoprécipite pas avec p73, il a été observé que des
mutants de p53 (R175H et R248H) pouvaient interagir avec p73 et inactiver ses fonctions de
transactivation [275]. Les facteurs p63 et p73 peuvent reconnaitre et s’attacher au site

consensus de p53 et ainsi activer des génes cibles de pS3 comme p21, bax, mdm2, GADD45,
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etc. [274]. Cependant, ces génes cibles semblent répondre différemment selon s’il s’agit de
p53, p63 ou p73 qui active le promoteur.

L’expression de p63 et p73 dépend du type cellulaire et du tissu. Contrairement a p63,
I’expression et les fonctions de p73 seraient moins bien définies. La protéine p73 joue
principalement un réle dans le développement et la survie des cellules neuronales en bloquant
les fonctions pro-apoptotiques de p53 [277]. Dans les cancers, une forte expression de p73 a
été retrouvée dans les stades avancés de carcinomes ovariens [278] et mammaires [279]. Le
facteur p63 se présente sous deux isoformes: TAp63 et ANp63. Le facteur ANp63 est un
régulateur essentiel du développement de la glande mammaire [3, 280]. Dans la glande
mammaire adulte, I’expression de ANp63 est restreinte aux cellules myoépithéliales, c’est
pourquoi ce facteur a été identifié comme un marqueur nucléaire de ces cellules [17].
Cependant, I’expression de ce facteur n’a pas été détectée dans la majorité des carcinomes

mammaires invasifs [281].
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Figure 10. Représentation des différents domaines de la protéine p53. Les histogrammes
représentent la fréquence relative des différentes mutations du géne 7P53 associées aux
tumeurs et leur localisation sur la protéine selon la base de données IARC (International
Agency for Research on Cancer, http://'www.p53iarc.fr) (adaptée de [282]).
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Figure 11. Mécanismes d’activation de p53 et de la régulation de ses génes cibles. Un
stress cellulaire (1) va en premier lieu activer différents médiateurs (2) qui a leur tour vont
activer p53 (3) en phosphorylant certains résidus de cette protéine ou en inhibant MDM2. La
libération de p53 de MDM2 et certaines modifications (4) de cette protéine par des
acétyltransférases et méthyltransférase vont permettre sa stabilisation, sa translocation au
noyau et sa fixation comme tétrameére sur ses éléments de réponse (RE) sur les promoteurs
(6). Des histones désacétylases HDAC2 peuvent inhiber la liaison de p53 a4 I’ADN (5). Le
facteur p53 recrute différents cofacteurs sur le promoteur des génes cibles (7) pour activer
leur transcription (8). pS3 peut activer de nombreux génes codant pour des protéines (9)
impliquées dans différents processus cellulaires comme la réparation de I’ADN, ’arrét du
cycle cellulaire ou I’apoptose (10) (tirée de [283]).
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5.1.2. Mécanismes moléculaires d’action de p53

Sa voie d’activation

La voie d’activation de p53 répond a une variété de signaux de stress (ex.: des
dommages a I’ADN, I’hypoxie, ’activation d’oncogénes...) (Figure 11). Ces signaux sont
détectés par différentes protéines qui transmettent I’information soit directement a la protéine
p53, soit & son régulateur négatif MDM2 (Mouse double minute 2 homolog). MDM2 est une
ligase d’ubiquitine qui bloque directement I’activité transcriptionnelle de p53 en favorisant sa
dégradation au protéasome [283, 284]. Dans plusieurs cellules, la demi-vie de la protéine p53
varie entre 6 et 20 min. Aprés un signal de stress, MDM2 s’auto-polyubiquitine, induisant sa
dégradation et augmentant ainsi la stabilité de p53 qui passe de quelques minutes & quelques
heures. D’autres médiateurs de la réponse au stress agissent a travers la modification de la
protéine p53 et non par MDM2. Dans les deux cas, une stabilisation de la protéine p53 induit
’activation de génes impliqués dans de multiples fonctions cellulaires, dont I’arrét du cycle
cellulaire, la sénescence, la différenciation, I’apoptose et I’autophagie [285].

Dans certaines circonstances, p53 contribue a la réparation des dommages
génotoxiques. Dans la majorité des cas, I’activation de p5S3 méne a une inhibition irréversible
de la croissance cellulaire et & I’activation de I’apoptose. Comme il a ét¢ démontré que la
transcription de MDM2 était activée par p53, la durée de la réponse de pS53 est rapidement
régulée et réprimée par MDM2 [286].

Bien que p53 a été a l'origine caractérisé seulement comme un co-activateur
transcriptionnel, aujourd’hui les fonctions de p53 tendent a suggérer qu’elle peut aussi agir
comme un répresseur transcriptionnel [287], un régulateur de la traduction [288] et de la
recombinaison homologue [289]. Le mode d’activation transcriptionnelle principal de ce
facteur se fait via son attachement direct a une séquence d’ADN spécifique sur les promoteurs

de ses génes cibles.

Ses éléments de réponse sur les promoteurs cibles

Suite 4 son activation, p53 est stabilisée et transloque au noyau ou elle s’attache
comme un tétramére a son élément de réponse (RE) sur les promoteurs des génes cibles [290,
291]. Le RE de p53 dans le génome est composé de deux copies d’un motif pour permettre la
fixation du tétrameére. Ce motif se présente sous la forme d’un premier demi-site : 5’-
RRRCWWGYYY -3’ suivi d’un espace composé d’environ 0 a 21 pb puis d’un second demi-
site : 5~ RRRCWWGYYY -3’ (ou R=adénine, A ou guanine, G, W=base purine, Y=base

pyrimidine) [292, 293]. Plusieurs expériences ont démontré que I’affinité de la liaison de p53
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sur un promoteur et la transactivation subséquente de celui-ci augmentaient suivant le nombre
de demi-sites adjacents de pS3 sur ce promoteur [283].

Bien que les RE de p53 tendent a se retrouver dans les régions non-codantes des
genes, ils peuvent étre localisés pratiquement n’importe ou sur le locus du géne cible [283].
1ls sont plus communément retrouvés dans les promoteurs a une distance variable en amont
du site d’initiation de la transcription (TSS, transcriptional start site). Ils sont souvent
localisés trés proche du TSS, dans les 300 premiéres paires de bases, mais aussi dans les
introns et quelques fois dans les exons. En général, le potentiel de transactivation des RE tend
a diminuer & mesure qu'ils s’éloignent en distance du TSS [283]. Lorsque p53 reconnait et se
fixe sur son RE, elle peut recruter les facteurs de transcription généraux TAF (T4 TA-binding
protein-associated factors) pour induire la transcription. pS3 peut aussi recruter des histones
acétyl-transférases comme CBP, p300 et PCAF sur les promoteurs des génes cibles, ce qui
augmente leur transcription [283].

Les acides aminés qui sont impliqués dans I’interface entre le site consensus sur
I’ADN et le DBD de pS3 sont: Lysine-120, Serine-241, Arginine-248, Arginine-273,
Alanine-276, Cystéine-277 et Arginine-280) [294]. La mutation d’un seul de ces acides
aminés est suffisante pour abolir la liaison de p53 a son RE [294-296]. Il a cependant été
démontré dans la littérature que des mutants de pS3 ayant une altération au niveau de I’'un de
ces acides aminés avaient tout de méme été associés a ’activation transcriptionnelle de

certains génes [297, 298].

5.1.3. Les mutants de p53

Leurs caractéristiques

Les mutants p53 sont caractérisés par une demi-vie prolongée (1-24h)
comparativement aux protéines p53 de type sauvage (6-20 min) [299]. La stabilité des
mutants p53 est en partie due au fait que le promoteur de MDM2 ne peut étre activé par les
mutants p53. MDM2 ne peut donc pas contrdler la dégradation des mutants p53,
contrairement au p53 de type sauvage [300]. Un autre facteur qui augmente la stabilité des
mutants est qu’ils présentent une localisation majoritairement nucléaire dans les cellules
cancéreuses [301]. Des études structurales ont permis de classer les mutants pS3 en deux
grandes catégories : (a) les mutants déficients dans leur contact avec I’ADN (mutations
situées au cceur du DBD). Les plus communément retrouvés dans cette catégorie sont :

R248Q, R248W, R273H et R273C; (b) les mutants déficients au niveau de leur structure
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tertiaire. Dans cette classe on retrouve principalement: R175H, G245S, R249S et R282W
[294-296].

L’existence d’une fonction biologique différente entre ces deux grandes classes de
mutants n’a pas encore été clairement définie. Cependant, la présence de mutants
conformationnels a été associée aux patients atteints d’un cancer du sein dont la rechute aprés
un traitement chimiothérapeutique conventionnel arrivait plus fréquemment comparativement
aux patients dont les carcinomes mammaires exprimaient un ou des mutants p53 dans le DBD
[302-304]. Ces données indiquent que les mutants p53 ne perdent pas I’activité de la protéine
sauvage, mais au contraire gagnent de nouvelles fonctions oncogéniques qui contribuent au
développement et a la maintenance des tumeurs ainsi qu’a la résistance des traitements
anticancéreux. Cependant, comment des mutants pS3 qui présentent soit une altération dans
leur DBD soit dans leur conformation peuvent-ils réguler la transcription des génes ?
Contrairement a certains génes suppresseurs de tumeur, dont une mutation dans leur séquence
résulte en générale en I’absence ou en I’expression de protéines tronquées, des mutations dans
le géne TP53 générent des hauts niveaux de protéines mutées fonctionnelles [298]. Les
mutants p53 peuvent agir comme des oncogénes a I'inverse des fonctions oncosuppressives
de la protéine sauvage [298]. Les mécanismes impliqués dans ces gains de fonction (GOF)
des mutants p53 n’ont pas encore été clairement définis, mais font I’objet de nombreuses

études.

Mécanismes des gains de fonction des mutants p53

Des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine ont clairement démontré que
les mutants p53 pouvaient se lier sur les promoteurs de divers génes, dont CD95, EGRI et
MSP [305-308]. L’interaction de ces mutants sur I’ADN a été observée dans des cellules non
stimulées, impliquant que les mutants pS3 étaient constitutivement fixés sur ces promoteurs.
Plusieurs études dans différents modéles, incluant les cellules du cancer du sein, ont suggéré
que les mutants p53 possédaient un site d’attachement distinct du RE de la forme normale de
pS3. En effet, il a été observé que plusieurs locus ne possédant pas de RE pour p53 étaient des
cibles transcriptionnelles directes des mutants p53 les plus communs [309]. C’est le cas des
mutants p53 R175H et R280K, dont la fixation sur plusieurs promoteurs de génes a été
démontrée [310, 311].

Jusqu’a présent, les recherches pour identifier une séquence consensus spécifique a
I’attachement de mutants p53 ont échoué et plusieurs hypothéses ont donc été proposées a

propos de leur GOF [297, 298]. Ludes-Meyers et ses collaborateurs ont déterminé que le
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promoteur de EGFR pouvait étre activé a la fois par p53 de type sauvage et muté [312].
Cependant, alors que [’activation du promoteur EGFR par p53 de type sauvage nécessite la
reconnaissance et la fixation sur son site consensus spécifique, la liaison de la forme mutée de
p53 était indépendante de la reconnaissance de celui-ci. En fait, les auteurs ont suggéré que
les mutants pS53 pouvaient activer le promoteur EGFR apreés leur recrutement sur ’ADN par
d’autres facteurs de transcription. D’autres études ont aussi démontré que les mutants p53
interagissaient avec des complexes protéiques transcriptionnellement compétents. Par
exemple, des mutants pS3 pouvent interagir avec le facteur anti-apoptotique NF-xB [313,
314]. 11 a été observé que les promoteurs fixés par p5S3 R175H présentaient de nombreux sites
consensus pour le facteur de transcription NF-kB [310]. De méme, le site consensus pour le
facteur p63 était principalement fixé par des mutants p53 dans des cellules de carcinomes du
poumon H1299 [315] et dans des kératinocytes HaCaT [316]. Ces données suggérent que la
coopération des mutants p53 avec d’autres facteurs de transcription comme NF-xB et p63
pourrait étre une voie importante dans les GOF des mutants p53.

Les mutants p53 peuvent aussi obtenir leur GOF en inhibant certains facteurs de
transcription. Par exemple, il a été démontré que les mutants pS3 pouvaient fixer les facteurs
de transcription p63 et p73 par leur DBD, inhibant leurs fonctions anti-tumorales [317]. 1l a
aussi été observé que certains mutants p53 pouvaient avoir un effet dominant négatif sur p53
de type sauvage s’ils étaient tous les deux présents dans la cellule. En formant des tétraméres
mixés, les mutants pS3 peuvent réduire les niveaux cellulaires de p53 de type sauvage [318,
319]. Cependant, d’autres études ont suggéré que ’effet dominant négatif des mutants p53
dépendait du ratio p53 normal/muté et qu’une expression égale de ces deux facteurs résultait
en une situation ou les mutants pS3 étaient incapables de réprimer les fonctions de la protéine

normale {320, 321].

L’expression des mutants p53 dans le cancer du sein

La mutation du facteur de transcription p53 est I’événement génétique le plus
communément détecté dans les cancers humains. La prévalence des mutations du géne TP53
varie entre 0 et 60% selon les types de cancers humains et peut méme atteindre 80% dans
certains sous-types de carcinomes, comme dans le cas du cancer du sein [22, 322]. Les deux
alléles du géne TP53 sont souvent perdus ou mutés. Il s’agit du second géne le plus

fréquemment muté aprés le proto-oncogéne PI3KCA (muté dans 26% des carcinomes

mammaires) (COSMIC, http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic/) [52, 309].
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D’apres les données tirées de COSMIC et de 1’ Agence Internationale pour la Recherche sur le

Cancer (IARC, http://p53.iarc.fr) 70% des altérations de 7P53 dans le cancer du sein sont des

mutations non-sens [323].

Dans le but de mieux étudier les fonctions et I’implication de ces mutations dans la
carcinogenése du cancer du sein, Wasielewski et ses collaborateurs ont analysé la séquence
codante compléte du géne 7P53 dans quarante et une lignées cellulaires du cancer du sein
[324]. Grace a I'utilisation de ces lignées cellulaires, les mutants p53 ont pu étre associés a la
survie des cellules cancéreuses mammaires [259]. En effet, I’inhibition des mutants p53
endogeénes dans des lignées cellulaires de carcinomes mammaires par des ARN interférant
induisait une mort cellulaire massive de ces cellules, ce qui n’était pas le cas pour des cellules
portant un p53 de type sauvage. Les mutants p53 réduisaient également la sensibilité a
I’apoptose a la fois spontanée et induite par des dommages & I’ADN dans d’autres modéles
cellulaires épithéliaux mammaires [325]. Une association positive entre les mutants p53 et
’expression des protéines anti-apoptotique Survivine et Bcl-2 dans le cancer du sein a méme
été rapportée [326, 327].

11 a aussi été observé que les mutants pS3 pouvaient favoriser la prolifération cellulaire
de carcinomes mammaires [328], I’angiogenése [329] et la métastasie dans le cancer du sein
[330-332]. Dans le cancer inflammatoire du sein, une augmentation de la fréquence des
mutations de TP53 serait liée a la surexpression de NF-xB [333, 334]. Les mutants p53
augmenteraient I’activité du facteur de transcription NF-kB en réponse au TNFa ce qui
induirait I’expression des récepteurs et cytokines inflammatoires dans des cellules du cancer
du sein [313].

Les mutations de 7P53 ont plus fréquemment été observées dans les carcinomes
mammaires de haut grade [335]. D’apreés les données tirées de 1’étude de Perou et de Sorlie, le
nombre d’altérations du geéne 7P53 est plus faible dans les carcinomes mammaires de sous-
type luminal A, bien différenciés, ER" et PR [22, 26]. Par contre, les variants de p53 sont
significativement plus fréquents dans les tumeurs mammaires de haut grade, volumineuses, de
sous-type basal, ER", PR et HER-2" et présentant des nodules lymphoides [336]. Une analyse
génomique sur environ 2000 échantillons de carcinomes mammaires a d’ailleurs démontré
que des mutants p5S3 étaient retrouvés dans 34% des sous-types basaux, 22% dans les HER-
2*, 13% dans les sous-types luminaux B et 5% dans les sous-types luminaux A [337]. Les
mutations du géne 7P53 pourraient étre utilisées comme biomarqueurs dans le cancer du sein
[61]. Une importante étude réalisée chez 1794 patients atteints d’un cancer du sein a d’ailleurs
permis de corréler les carcinomes mammaires ayant un mauvais pronostic avec la présence de
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certains mutants p53 [336]. Parmi les mutations de p53 les plus fréquentes dans le cancer du
sein, les altérations du codon 248 seraient associées a un pronostic de survie réduite alors que
les mutations des codons 220 et 245 seraient liées & un meilleur pronostic [336]. Des
différences ont méme été observées au sein du méme codon puisque la mutation R248W
corrélait avec une mortalité significativement plus élevée comparativement a la mutation

R248Q.

Les mutants pS3 sont donc impliqués dans des processus cellulaires clés menant a la
progression tumorale et sont associés & un phénotype tumoral agressif [328-332, 335].
Cependant, les mécanismes moléculaires d’action de ces variants ne sont pas encore bien
définis et font présentement 1’objet d’intenses investigations. L’interaction des mutants p53
avec d’autres facteurs transcriptionnellement actifs comme NF-kB pourrait étre un des

mécanismes favorisant la survie des cellules tumorales [338].

5.2. Le facteur de transcription NF-xB

5.2.1. Mécanismes moléculaires d’action de NF-xB

Son activation

Le facteur de transcription NF-kB joue un rdle critique dans I’inflammation,
I’immunité, la prolifération cellulaire, la différenciation et la survie. Dans les cellules non
stimulées, ce facteur est séquestré dans le cytosol par des kinases inhibitrices IxB (IKKa.,
IKKP et IKKe) (Figure 12) [339]. En interagissant avec NF-kB, la séquence hautement
conservée de répétition ankyrine des IkB masque le signal de localisation nucléaire de ce
facteur ce qui le retient au cytosol. L’activation de la voie NF-xB dépend donc de la
dégradation au protéasome des IkB induites par leur phosphorylation. En réponse a une
variété de stimuli comme I’interleukine-1 (IL-1), le TNFa, le lipopolysaccharide (LPS), les
UVB ou les irradiations y, la voie NF-kB est activée ce qui méne a la libération des
complexes NF-kB et a une translocation nucléaire permettant la transcription de géne cibles.
La majorité des voies de signalisation qui ménent a I’activation de NF-kB converge vers le
complexe des kinases IKK (/xB kinase) qui sont responsables de la phosphorylation des IxkB
et sont essentielles a la transduction du signal de NF-xB. Une régulation additionnelle de
Pactivité NF-kB est complétée a travers des modifications post-traductionnelles des différents

membres de cette famille [339].
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Bien que I’activité de NF-kB soit inductible dans la majorité des cellules, une activité
nucléaire constitutive de ce facteur peut étre détectée dans certains types cellulaires comme
les cellules B matures, les macrophages, les neurones, les cellules vasculaires du muscle lisse
et un grand nombre de cellules tumorales [339]. Les mécanismes d’activation de la voie NF-
kB ont été trés bien caractérisés comparativement aux mécanismes de régulation qui
déterminent son inactivation. Le plus connu impliquerait la synthése de nouvelles protéines
IkB activée par NF-kB [340]. Ces protéines inhibitrices, comme IkBa, pénétreraient dans le
noyau, déplaceraient les facteurs NF-kB fixés sur ’ADN et les relocaliseraient dans le
cytoplasme  [341]. D’autres mécanismes inhibiteurs ont été¢ identifiés qui affecteraient
directement les protéines NF-xB fixées a8 I’ADN, comme les modifications post-

traductionnelles [342].

Les membres de la famille NF-xB

La famille des facteurs de transcription NF-kB consiste en cinq protéines : p65 (ou
RelA), RelB, c-Rel, pS0 (ou NF-xB1) et p52 (ou NF-xB2). Chaque membre posséde un
domaine N-terminal d’homologie Rel (RHD) requis pour I’homo ou I’hétérodimérisation de
ces protéines entre elles [343]. Par différentes combinaisons, les membres de cette famille
peuvent former plus de quinze diméres. Cependant, I’existence physiologique et la relevance
de ces multiples diméres n’ont pas été démontrées. L’hétérodimére p50/p65 représente
clairement le dimére le plus abondamment retrouvé dans la majorité des types cellulaires
[341]. RelB a seulement été retrouvée dans des complexes contenant p5S0 ou p52 [344, 345].
Les diméres de c-Rel/p50 sont responsables de I’activité constitutive de NF-kB observée dans
les cellules B matures [346, 347].

Les membres de la famille NF-xB sont classés en deux groupes selon leur potentiel de
transactivation. (a) Les protéines qui possédent un ou plusieurs domaines de transactivation
C-terminal (TAD) sont : p65 (RelA), RelB et c-Rel. RelB est unique, car il a aussi besoin
d’une région amino-terminale de type « leucine zipper » en plus de son TAD pour étre
pleinement actif [348]. (b) Les protéines p50 et p52 ne contiennent pas de TAD. Elles sont
synthétisées sous forme de larges précurseurs (p105/p50 et p100/52) contenant une séquence
C-terminale caractéristique pour la famille des protéines inhibitrices IkB qui inhibe leur
translocation nucléaire. Ces précurseurs sont dégradés par la voie du protéasome dépendante
de I’'ubiquitination pour produire les facteurs de transcription pS0 et p52 matures [339, 349].

Les homo ou hétérodiméres de p50 et/ou p52 ont été reconnus comme des facteurs de
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transcription répresseurs. N’ayant pas de TAD, ces deux protéines en se fixant sur les
¢éléments de réponse & NF-kB présent sur I’ADN, compétitionnent avec les autres membres de

cette famille transcriptionnellement actifs, réprimant les geénes cibles [339].
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Figure 12. Voie d’activation de NF-xB. Dans les cellules non stimulées, les diméres de NF-
kB sont séquestrés au cytosol par les protéines inhibitrices IkB. A la suite d’un stimulus, les
protéines IxB sont phosphorylées par le complexe de kinases IKK (/kB kinase) composé des
kinases IKKa et IKKfB et de la sous-unité régulatrice IKKy (NEMO). Les protéines IxB
phosphorylées sont dégradées au protéasome, libérant les diméres de NF-xB. Ceux-ci peuvent
alors transloquer au noyau pour activer la transcription des génes. La signalisation de NF-xB
est toujours divisée en deux voies. La voie canonique (2 gauche) est induite par les stimuli les
plus communs de NF-kB, comme TNFa. La stimulation du récepteur au TNF (TNFR1) méne
a l’attachement de TRADD qui permet le recrutement de FADD et TRAF2. Ce dernier
s’associe avec RIP1 pour activer le complexe IKK. IxkBa est phosphorylé par IKKf et NEMO
résultant en la translocation nucléaire des dimeres de NF-xB contenant majoritairement p65,
p50 et/ou c-Rel. L’activité transcriptionnelle de NF-xB peut étre aussi régulée par des
modifications post-traductionnelles (PTM). Dans la voie non canonique (& droite), NF-xB est
activé par certaines cytokines comme CD40L, BAFF et la lymphotoxine CD40L, BAFF et la
lymphotoxine-f§ (LT-B). Suite & cette stimulation, IKKa induit la phosphorylation de p100
associé a RelB qui méne a la génération des complexes transcriptionnellement actifs p52-
RelB. L’activation d’IKKa dépend de NIK qui est régulé par TRAF3, TRAF2 et des ligases
ubiquitine. LT-BR, récepteur pour la lymphotoxine-f (tirée de [350]).
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Ses éléments de réponse sur les promoteurs cibles

Bien que le motif kB commun des diméres de NF-xB sur ’ADN est: 5°-
GGGGACTTTCC -3°, certains diméres reconnaissent de fagon plus spécifique d’autres motifs
[351]. Par exemple, les complexes p50/p65 s’attachent avec plus d’affinité & la séquence
consensus 5’- GGGRNNYYCC -3’ tandis que les diméres p65/c-Rel préferent la séquence 5°-
HGGARNYYCC -3’ (ou H = A, C ou T; R = purine; Y = pyrimidine; N = R ou Y) [352,
353]. En fait, il existe une multitude de sites consensus pour ce facteur de transcription sur
I’ADN (environ 1.4x10* dans le génome humain), ce qui explique que la reconnaissance
spécifique de certains sites par NF-xB est une étape clé pour le choix des génes transcrits
suite 4 un stimulus particulier [339]. Des modifications de la chromatine sont aussi requises
pour permettre I’accés des complexes NF-kB a leurs motifs kB sur I’ADN [354, 355].

Bien que I’activation de NF-kB soit inductible dans la majorité des cellules, une
activité nucléaire constitutive de ce facteur a été détectée dans certains types de cancers, dont

le cancer du sein.

5.2.2. NF-xB dans le cancer du sein

NF-xB joue un rdle important non seulement dans le développement de la glande
mammaire, mais aussi dans le cancer du sein [356]. Dans la glande mammaire normale, NF-
kB joue un réle clé dans le maintien de I’architecture épithéliale normale durant le
développement des canaux en favorisant la prolifération épithéliale [357]. Dans le cancer du
sein, une activité constitutive de NF-xB a été¢ impliquée dans la survie, I’invasion et la
métastasie des cellules cancéreuses [358, 359). Des tumeurs de rats induites chimiquement
par le carcinogéne DMBA ont montré des niveaux élevés d’activité de NF-xB, et plus
particuliérement de c-Rel [360]. En ciblant spécifiquement 1’expression de c-Rel dans la
glande mammaire par Iutilisation de souris transgénique MMTV-c-Rel, une autre équipe a
démontré que le traitement au DMBA de ces souris résultait en une transition épithéliale-
mésenchymateuse [361-364]. Ces données suggérent que I’activation de NF-xB jouerait un
role crucial dans les étapes précoces dans ce modéle de carcinogenése mammaire [365]. Les
complexes de NF-«kB les plus fréquemment observés dans les cellules cancéreuses
mammaires sont des hétérodiméres de p65/p50. Cependant, la localisation nucléaire
constitutive de p50, p52 et c-Rel dans des carcinomes mammaires ont aussi été observées

[366, 367).
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Dans le cancer du sein, une expression altérée de NF-kB est associée aux sous-types
les plus agressifs. Une étude a analysé I’activité basale de NF-kB dans trente-cing lignées
cellulaires de carcinomes mammaires [261]. lls ont observé que la majorité des cellules ayant
une activité constitutive de NF-kB élevée étaient de sous-type basal, ER’, PR" et HER-2".
L’inhibition de Iactivit¢ de NF-xB dans ces lignées de sous-type basal diminuait
significativement leur prolifération. De méme, la progression d’une lignée cellulaire de
carcinome mammaire de rat d’un statut ER' vers un statut ER™ est accompagné d’une
activation constitutive de NF-kB [368]. Il semble donc clair que la majorité des carcinomes
mammaires ayant une activité constitutive de NF-kB sont ER".

L’activation constitutive de NF-kB dans le cancer du sein serait aussi associée a la
présence des mutants p53. En effet, I’expression de ces deux facteurs de transcription a été
détectée dans les tumeurs mammaires de sous-type basal [261, 336]. Il a été suggéré que leur
interaction sur certains promoteurs cibles était un des mécanismes qui permettait I’activation
de génes associés a la survie des cellules cancéreuses qui présentaient pourtant des dommages
dans leur ADN [338]. De fagon plus surprenante, différentes données suggérent que c’est la
présence du facteur de transcription p53 transcriptionnellement actif qui détermine I’habilité

du facteur de transcription NF-kB & avoir une fonction pro ou anti-apoptotique [338].

5.2.3. Interaction entre NF-xB et p53 dans Pactivation des génes cibles de NF-xB

La relation entre NF-kB et p53 joue un rdle crucial dans la réponse aux dommages a
I’ADN et peut avoir des conséquences profondes dans les mécanismes menant au cancer.
Bien que p53 et NF-xB soient des facteurs de transcription qui régulent deux processus
cellulaires complétement opposés, ils peuvent étre étroitement liés dans la régulation de
certains promoteurs communs. Par exemple, les mutants p53 peuvent mimer 1’activation de
NF-xB, ce qui induit de fagon constitutive 1’expression des génes cibles anti-apoptotiques
sous le contrle de NF-xB (Figure 13). 11 a été observé que le mutant p5S3 R175H prolongeait
la localisation et I’activité nucléaire de p65 induite par TNFa dans des carcinomes de la téte
et du cou [313]. Scian et ses collaborateurs ont aussi révélé que la surexpression des mutants
p53 R175H, R273H et D281G dans une lignée de carcinome du poumon déficiente
génétiquement en p53 menait & une résistance a I’apoptose induite par des agents
chimiothérapeutiques comme 1’étoposide [369]. Les mutants p53 auraient donc la capacité
d’activer la voie NF-xB indépendamment d’un stimulus externe ce qui ménerait a

I’expression constitutive de génes cibles anti-apoptotiques [338, 370].
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Cependant, il a aussi ét¢ démontré que p53 de type sauvage pouvait induire
’activation de NF-xB mais dans ce contexte NF-xB présentait des fonctions pro-apoptotiques
(Figure 13). En effet, I'inhibition de I’activité de NF-kxB annule I’apoptose induite par p53,
indiquant que NF-xB est essentiel & la mort cellulaire induite par p53 de type sauvage [371].
Schneider et ses collaborateurs ont aussi observé que p53 contribuait significativement a
I’activité nucléaire de NF-kB induite durant I’arrét du cycle cellulaire en phase S induite par
I’hydroxyuréa (HU) ou en réponse au TNFa [372]. Dans ce contexte, pS3 interagissait avec
NF-kB p65 sur les promoteurs et ce complexe était nécessaire pour la transcription de génes
cibles de NF-xB. Ils ont déterminé que I’attachement de pS53 sur ’ADN précédait le
recrutement de NF-xB p65, suggérant que la protéine pS3 pouvait étre requise pour
’ouverture de la chromatine ou pour la persistance et la stabilité du complexe NF-kB /p53 sur
les promoteurs des génes.

Ces études suggerent donc que les fonctions pro- et anti-apoptotiques de NF-xB
seraient dépendantes de la présence du facteur de transcription p53 ou de ses formes mutées.
Ces données doivent étre prises en considération, car elles révélent que I’inhibition de NF-xB
dans des tumeurs qui présentent un p53 de type sauvage pourrait diminuer et non augmenter
la réponse thérapeutique. Elles permettent aussi de mieux comprendre par quels mécanismes
certains mutants p53 qui sont incapables d’activer les génes peuvent tout de méme avoir des
gains de fonction dans le cancer. L’activation constitutive de NF-kB par les mutants p53
donne aussi une explication au fait qu’une mutation du géne 7P53 est plus néfaste et plus

fréquemment retrouvée dans les tumeurs qu’une délétion de ce géne.

L’activation du facteur de transcription NF-xB qui est normalement finement
controlée dans la cellule peut donc étre altérée par des facteurs de transcription comme les
mutants p53 dans le cancer. De fagon intéressante, un modele semblable a aussi été observé

avec le facteur de transcription C/EBPp [373].
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Figure 13. Modéle d’une interaction entre NF-xB et p53 de type sauvage ou muté. (A)
Dans les cellules non stimulées, p53 peut réprimer la transcription des génes cible anti-
apoptotiques de NF-kB. Certains de ces geénes cibles peuvent aussi étre régulés par NF-xB
indépendamment de p53. (B) Des études suggérent que p53 est nécessaire pour 1’expression
des génes cibles de NF-kB suite a un stress de la réplication ou une stimulation au TNFa. Par
contre, les mutants p53 mimeraient I’activation de NF-kB ce qui entrainerait une activation
constitutive de I’expression de génes cibles anti-apoptotiques de NF-xB, indépendamment
d’un stress cellulaire (adaptée de [338]).

5.3. Le facteur de transcription C/EBPB

5.3.1. Ses caractéristiques

Sa structure et ses isoformes

Le facteur de transcription C/EBPB (CCAAT/enhancer-binding protein p) fait partie de
la famille C/EBP, des protéines b-ZIP qui sont exclusivement eucaryotiques et qui se lient
sous forme de diméres a des séquences spécifiques pour réguler la transcription des génes.
Cette famille C/EBP consiste en 6 membres nommés selon leur ordre de découverte :
C/EBPa., C/EBPB, C/EBPS, C/EBPg, C/EBPy et C/EBPC. Ces facteurs de transcription sont
trés impliqués dans plusieurs processus biologiques comme la prolifération, la différenciation,
la survie et/ou I’apoptose, le métabolisme, I’inflammation, la transformation et la
tumorogenése [374]. Ils présentent un domaine C-terminal de dimérisation hautement
conservé en glissiére & leucine (Leucine-zipper). Adjacent & ce domaine se retrouve une
région basique d’attachement 3 I’ADN; ces deux régions forment le domaine b-ZIP. Le
domaine N-terminal est moins bien conservé, mais contient les domaines d’activation qui
interagissent avec des coactivateurs transcriptionnels et les composants de la machinerie de
transcription basale [375, 376].

Le géne C/EBPP code pour trois isoformes: C/EBPB-1 (ou LAP1) de 44 kDa,
C/EBPB-2 (ou LAP2) de 42 kDa (LAP1, LAP2, Liver-enriched transcriptional activator
protein 1 and 2) et C/EBPB-3 (LIP) de 20 kDa (LIP, Liver-enriched transcriptional inhibitory
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protein) [374, 377, 378]. Les isoformes C/EBPB-1 et C/EBPB-2 possédent & la fois les
domaines d’activation et le domaine bZIP alors que C/EBPB-3 ne posséde que le domaine
bZIP et non le domaine d’activation. C’est pourquoi C/EBPf-3 peut agir comme un inhibiteur
dominant négatif sur les fonctions des autres membres de la famille C/EBP en formant des
hétérodiméres non fonctionnels avec eux. Plusieurs études ont rapporté que C/EBP-2 était un
meilleur activateur transcriptionnel que C/EBPB-1, mais leurs mécanismes moléculaires ne

sont pas encore bien définis [379].

Son activité transcriptionnelle

C/EBPB est normalement maintenue dans un état réprimé par des domaines de
régulation négatifs (CR1-CR7) qui de fagon stérique inhibent ces domaines de transactivation
[379, 380]. Deux autres domaines de régulation inhibiteurs (RD1 et RD2) ont été identifiés
dans cette protéine. RD1 inhibe constitutivement le potentiel de transactivation de C/EBP en
induisant une conformation fermée qui préviendrait I’accés aux domaines d’activation. RD2
inhibe I’attachement de C/EBPJ en induisant une conformation qui interfére avec 1’habileté
de la région basique d’interagir avec I’ADN [381]. La phosphorylation ou la délétion de ces
domaines d’inhibition ménent & ’activation de C/EBPf et a ’augmentation de son activité
transcriptionnelle. La phosphorylation de C/EBPp a été observée sur plusieurs résidus et est
régulée par différentes voies de signalisation comme Ras-MAPK [382], les facteurs de
croissance [383], les CDK (cyclin-dependent kinase) [384]. D’autres modifications post-
traductionnelles sont impliquées dans la régulation de la liaison a I’ADN de C/EBP et de son
activité transcriptionnelle comme 1’acétylation, la méthylation et la sumoylation [379].

Le facteur de transcription C/EBPp, comme les autres membres de cette famille, doit
dimériser pour s’attacher a I’ADN [385]. Comme le domaine b-ZIP est trés conservé entre
toutes les protéines de cette famille, les C/EBP peuvent former des homo ou hétérodiméres
entre eux et se lier sur le méme site consensus : 5’- RTTGCGYAAY -3’ (R=A ou G; Y=C ou
T) [386]. La nature des hétérodiméres entre les membres de cette famille peut étre variable et
dépend de la disponibilité de chacun de ces membres. L’expression tissulaire spécifique des
facteurs C/EBP ainsi que les stimuli ou médiateurs physiologiques qui régulent leur
expression jouent un rle important sur la composition et la formation de ces diméres. Ce qui

est d’ailleurs le cas pour C/EBPP dans la glande mammaire normale et dans le cancer du sein.
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5.3.2. C/EBPf dans le cancer du sein

Le geéne codant pour C/EBPP n’est pas fréquemment muté dans les tumeurs
mammaires. Quelques mutations ont été identifiées dans ce géne, mais elles ne contribuent
pas au développement de tumeurs épithéliales [387]. D’aprés la base de données Oncomine
3.0 (http://www.oncomine.org/ [388]) I'expression en ARNm de C/EBPS n’est pas altérée
dans le cancer du sein ou dans les lignées cellulaires de carcinomes mammaires
comparativement au tissu mammaire normal. D’autres études ont aussi montré que les
niveaux en ARNm de C/EBP restaient inchangés dans le cancer du sein suite 4 un stimulus
comme [’activation du récepteur oncogénique ErbB [389, 390]. Cependant, il existait des
différences dans I’expression ce facteur au niveau de certains sous-types de carcinomes
mammaires. Une augmentation faible, mais significative, de ’ARNm de C/EBPB était
observée dans les carcinomes mammaires de sous-type basal [379, 391, 392]. De plus, cette
augmentation de I’expression C/EBPJ était aussi associée a un potentiel métastatique du
cancer du sein [393], un grade tumoral élevé [392, 394], et un mauvais pronostic [379, 390].

Parmi les isoformes de C/EBPB, C/EBPB-3 est souvent associée a la tumorogenése
mammaire. Une élévation du ratio C/EBPB-3/ C/EBPB-1 et 2 (ou ratio LIP/LAP) et donc de
I’expression de I'isoforme C/EBPB-3 a été observée dans les carcinomes mammaires de sous-
type basal [395, 396]. De méme, des souris transgéniques dont le géne codant pour C/EBP-3
est surexprimé dans la glande mammaire développent une hyperplasie alvéolaire et des
carcinomes mammaires invasifs [397]. Il a aussi été démontré une expression de C/EBPB-1 et
C/EBPB-2 dans des échantillons prélevés de biopsies de patients atteints de différents
carcinomes mammaires [395, 398, 399]. En fait, C/EBPB-1 s’exprimait de fagon
prédominamente dans les cellules mammaires normales alors que C/EBPB-2 était restreinte
aux cellules en division a la fois dans les cellules épithéliales normales et les carcinomes
mammaires [400]. De plus, la surexpression de C/EBPB-2 dans les cellules MCF10A induisait
une transition épithéliale-mésenchymateuse menant & la transformation maligne de ces
cellules vers un phénotype invasif [268].

Les mécanismes par lesquels C/EBPJ contribue a la progression tumorale ne sont pas
encore bien identifiés, cependant ce facteur serait en partie impliqué dans la régulation de la
survie cellulaire et de I’apoptose. Il a été déterminé qu’il induisait la survie cellulaire en
réduisant 1’expression et ’activité de p53 en réponse & des dommages a I’ADN [401, 402].
Les réles précis de C/EBPB-1, C/EBPf-2 et C/EBP-3 dans les cancers du sein de grade élevé
ne sont pas clairs. Les études suggérent que ces trois isoformes posséderaient des fonctions
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distinctes sur les promoteurs des génes bien qu’elles reconnaitraient le méme motif sur
I’ADN. Des différences peuvent exister au niveau des partenaires d’interaction et de leur
affinité ou spécificité pour leur site consensus sur les promoteurs. Par exemple, il a été
observé que le facteur de transcription NF-kB était régulé par les mémes signaux
inflammatoires que C/EBPB et que le site d’attachement de ces deux facteurs sur les
promoteurs était fréquemment couplé [403]. C’est pourquoi I’interaction de ces deux facteurs

de transcription pourrait étre essentielle pour la régulation de certains processus cellulaires.

5.3.3. L’interaction entre NF-xB et C/EBPJ dans Pactivation des génes
Les facteurs C/EBPP et NF-kB peuvent étre activés par les mémes cytokines
inflammatoires comme I’IL-1, IL-6 et le TNFo [404-406]. Des données ont suggéré qu’une

fois activés, ces deux facteurs pouvaient coopérer pour activer de fagon synergique certains
promoteurs, comme celui de I’JL-6 [407]. Sur le promoteur de /’/L-6, les sites consensus pour
les facteurs de transcription C/EBPpB et NF-kB sont trés proches [408]. Un site intact pour
I’attachement de NF-«B sur le promoteur de /L-6 est nécessaire pour [’activité de
C/EBPB. L’analyse d’autres promoteurs de génes impliqués dans la réponse immunitaire
inflammatoire révéle que les sites d’attachement pour ces deux facteurs de transcription sont
fréquemment présents et rapprochés [409, 410]. Il a été observé que sur le promoteur de /'/L-8
la liaison du facteur C/EBP était fortement augmentée lorsque NF-kB était présent sur son
site, adjacent a celui de C/EBP [411]. En fait, selon le ratio cellulaire de C/EBPp et NF-«B,
ces deux facteurs peuvent non seulement agir indépendamment, s’inhiber, mais aussi coopérer
et activer de fagon synergique certains promoteurs. Cette régulation positive ou négative des
promoteurs par le complexe NF-kB-C/EBP dépend de la nature de leur site d’attachement
sur I’ADN. Si ce complexe se fixe sur un motif NF-xB, une inhibition du promoteur est
observée. A I’inverse, ce complexe active de fagon synergique le promoteur s’il se lie sur un
site consensus pour C/EBP (Figure 14) [403, 411].

C/EBP peut aussi activer la transcription des génes cibles de NF-kB en absence d’une
stimulation cellulaire. Lorsque la voie NF-kB n’est pas activée, des homodiméres de NF-xB
p50 inactifs peuvent tout de méme s’attacher sur les promoteurs et réprimer la transcription de
geénes dépendants de NF-kB [412, 413]. Paz-Priel et ses collaborateurs ont démontré que les
facteurs C/EBP pouvaient déplacer les histones désacétylase liées & ces homodiméres de NF-
kB p50 pour induire des génes cibles de NF-kB en absence d’une stimulation cellulaire [414].

Ils ont aussi déterminé que I’interaction des facteurs C/EBPP avec le complexe NF-kB
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p65/p50 augmentait I’activation des génes cibles de NF-xB dans des cellules non stimulées.
Une autre étude a observé que des cellules déficientes en C/EBPP présentaient des niveaux
cytoplasmiques plus élevés de I’inhibiteur 1kB du facteur NF-kB, comparé aux cellules de
type sauvage [415]. A I’inverse, lorsque C/EBP était surexprimé, la présence cytoplasmique
des IxB était diminuée ce qui permettait une plus grande translocation nucléaire des
complexes NF-kB et donc une activation des génes cibles. En fait, les auteurs ont proposé que
C/EBP régulait négativement le promoteur du géne codant pour I’JxB en se fixant sur les
sites consensus de NF-kB présents sur ce géne.

Ces données suggérent donc que comme une augmentation significative de C/EBPJ a
été associée aux carcinomes mammaires de sous-type basal [379, 391, 392], son interaction
avec des complexes de NF-kB pourrait permettre la régulation de génes cibles de NF-kB qui
aurait di étre réprimés [373]. C’est par exemple le cas pour la protéine anti-apoptotique Bcl-2
[416], ce qui méne a I’activation de voies de signalisation favorisant la prolifération et la

survie des cellules tumorales [268, 417].

. C/EBP

— CAGTTGCAAATCGT|GGAATTTCCT [—

Figure 14. Modéle d’attachement de C/EBP et NF-xB sur leurs sites adjacents sur le
promoteur de I’JL-8. (1) Activation synergique de C/EBP par NF-kB lorsque C/EBP est lié
sur son site consensus. (2) Inhibition de NF-kB par C/EBP lorsque NF-xB est lié sur son site
consensus. (3) Coopération de C/EBP et NF-kB pour activer la transcription du géne /L-8
lorsque ces deux facteurs lient leur site consensus (adaptée de [411]).
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MISE EN CONTEXTE DU PROJET DE THESE

Des niveaux élevés de galectine-7 ont été détectés dans les cancers du sein de sous-
type basal. De plus, galectine-7 favorise la métastasie des cellules cancéreuses mammaires et
confére une résistance a I’apoptose. Galectine-7 pourrait donc servir de cible thérapeutique
potentielle dans les carcinomes mammaires de sous-type basal. Cependant, les mécanismes
moléculaires qui régulent I’expression de galectine-7 sont inconnus. Son promoteur posséde
plusieurs sites consensus pour les facteurs de transcription p53, C/EBPf et NF-«B.

Une augmentation de I’expression des facteurs de transcription p53, C/EBPP et NF-xB
a été observée dans les cancers du sein de sous-type basal. De fagon intéressante, ces facteurs
de transcription, qui sont impliqués dans des fonctions variées et parfois opposées, peuvent

néanmoins coopérer dans la régulation de I’expression de certains génes.

L’objectif de mon projet de thése était donc d’élucider les mécanismes
transcriptionnels responsables de expression anormalement élevée de galectine-7 dans
le cancer du sein. Notre hypothése de recherche était qu’un ou plusieurs des facteurs de
transcription, décrits dans cette revue de la littérature, soi(en)t responsable(s) de I’expression

anormalement élevée de galectine-7 dans le cancer du sein.

Nos résultats démontrent que :

1). Galectine-7 est un géne cible de p53 et des mutants p53.

2). L’expression de mutants p53 associée a une activation constitutive du facteur NF-

kB est responsable de I’expression élevée de galectine-7 dans les cellules du cancer du sein.

3) C/EBP est une voie d’activation alternative pour 1’expression de galectine-7 dans

le cancer du sein.
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RESUME DU CHAPITRE 2

Galectine-7 a initialement été décrite comme un marqueur des épithéliums stratifiés.
Comme les autres membres de la famille des galectines, son expression est souvent altérée
dans les cellules cancéreuses. Dans le cancer du sein, son expression est significativement
augmentée dans les sous-types moléculaires agressifs, plus particuliérement dans les tumeurs
négatives pour le récepteur a I’cestrogéne et dans les lignées cellulaires avec un phénotype de
type basal. Des études utilisant des modéles de souris ont démontré qu’une forte expression de
galectine-7 était suffisante pour augmenter le potentiel métastatique de cellules de cancer du
sein. Les cellules cancéreuses surexprimant galectine-7 seraient plus résistantes a 1’apoptose.
Ce patron d’expression dans les cellules du cancer du sein est surprenant, car galectine-7 a été
a I’origine identifiée comme un géne induit par p53. Pour adresser ce paradoxe, nous avons
examiné les mécanismes moléculaires qui régulent galectine-7 dans le cancer du sein. Nos
résultats ont montré que la transfection de vecteurs qui codent pour des mutants p53 est
suffisante pour induire I’expression en ARNm et en protéine de galectine-7 dans les cellules
du cancer du sein. Un traitement a la doxorubicine de cellules du cancer du sein présentant
différentes mutations du géne 7P53 induit aussi galectine-7. Cette induction est spécifique
puisque I’inhibition de ces mutants p53 endogénes par des siRNA de p53 abolit I’expression
de galectine-7 induite par la doxorubicine. L’expression de galectine-7 induite par p53 dans
les cellules du cancer du sein corréle avec une augmentation de I’activité de NF-xB et est
réprimée par des inhibiteurs de NF-kB. Ces données indiquent que 1’habileté des mutants p53
a induire galectine-7 est dépendante de I’activité de NF-kxB. L’implication de NF-xB a aussi
été révélée par des résultats montrant que NF-xB peut se lier au promoteur endogéne de
galectine-7 et que 1’expression de galectine-7 induite par TNFa est abolie par des inhibiteurs
de NF-xB. L’ensemble de ces résultats permet non seulement d’expliquer le fait que
galectine-7 présente des hauts niveaux d’expression dans les cellules cancéreuses, mais aussi
de suggérer que galectine-7 participerait a la voie de signalisation utilisée par les mutants p53

pour favoriser la progression du cancer.
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Abstract

Galeclin-7 was initially described as a marker of epithelial differentiation expressed in the stratified epithelium of
various tissues. Like other members of the galectin family, its expression level is often significantly altered in cancer
cells. In breast cancer, its expression is significantly augmented in aggressive molecular subtypes, most notably in
estrogen receptor-negative tumors and in cell lines with a basal-like phenotype. Studies using expenmental mouse
models have further shown high expression of galectin-7 was sufficient to increase the metastatic behavior of poorly
metastatic breast cancer cells, rendering them more resistant to apoptosis. This expression pattern in breast cancer
cells is unexpected because galectin-7 was originally identified as a p53-induced gene. To address this paradox, we
have examined the molecular mechanisms regulating galectin-7 in breast cancer cslls. Our results showed that
transfection of breast cancer cells with expression vectors encoding mutant p53 was sufficient to induce galectin-7 at
both mRNA and protein levels. Doxorubicin treatment of breast cancer cslis harboring a mutant p53 also induced
galectin-7. This induction was specific since knockdown of endogenous mutant p53 inhibited doxorubicin-induced
galectin-7 expression. The p53-induced galectin-7 expression in breast cancer cells correlated with increased NF-kB
activity and was inhibited by NF-kB inhibitors, indicating that the ability of mutant p53 to induce galectin-7 was
dependent on NF-kB activity. The implication of NF-kB was further supported by data showing that NF-kB bound to
the endogenous galectin-7 promoter and that TNFa-induced galkectin-7 expression was abolished by NF-kB
inhibitors, Taken together, our data provide an explanation to the observed high galectin-7 expression levels in
cancer cells and suggest that galectin-7 could be part of a common pathway used by mutant p53 to promote cancer
progression.
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introduction tumors from 42 individuals. Their data revealed that while
galeciin-7 transcripts were expressed at low levels in normal

Evidence suggesting that interactions between lectins and breast tissues and mammary epithelial cell lines, they were
their ligands play a major role in different steps of cancer highly expressed in estrogen receptor (ER})-negative breast
progression has gained the attention of several oncologists [1]. cancer and in cell lines with a basallike phenotype. This
This is particularly true for galectins. Changes in their abnormally high expression leve!l of galectin-7 is not restricted
expression levels correlate with alterations in cancer cell to breast cancer cells. It is also found in pancreatic cancer cell
growth, intercellular adhesion, and apoptosis [2-8]. A case in lines [14], and in esophageal, buccal, and hypopharyngeal
point is galectin-7. In normal tissues, galectin-7 is present in squamous cell carcinoma [10,15-17]. Such high levels of
epithelial cells in various tissues [9-11]. Using tissue galectin-7 in cancer cells are somewhat paradoxical because
microarrays constructed from samples obtained from normal galectin-7 has generally been considered a pro-apoptotic
breast tissues and breast carcinomas, we previously reported protein under the control of p53. Galeclin-7 (also called p53-
that galectin-7 was expressed at abnormally high levels in induced gene 1} was indeed identified as one of the 14
tissues collected from patients with a poor prognosis [12) transcripts induced by ectopic p53 in colon carcinoma cells
These results were consistent with the genomic profiling data [18]. In nommal epidermal keratinocytes, increase levels of
previously reported by Perou et al. [13], who provided a galectin-7 also correlate with p53 stabilization [19). Yet,
molecular portrait of 65 surgical specimens of human breast galectin-7 is constitutively expressed in cells harboring mutant
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p53 [18,19] In the present work, we have examined this
apparent contradicion by investigating the molecular
mechanisms controlling galectin-7 expression in human breast
cancer cells

Material and Methods

Cell lines and reagents

Breast cancer cell lines were a generous gift from Dr. Peter
Siegel (McGill University, Montreal, Qc, Canada) [20].
Immortalized human keratinocytes (HaCaT) were provided by
Dr. Thierry Magnaldo (Génétique et physiopathologie des
cancers épidermiques, Faculté de Médecine, Nice, France)
[19] MCF-7 cells were originally obtained from the American
Type Culture Collection (ATCC). All cell lines were maintained
in complete Dulbecco's modified Eagle's medium
supplemented with 8% (vi) FCS, 2 mmolfL L-glutamine and 10
mmol/lL HEPES buffer. One mmolL sodium pyruvate was
added for maintenance of MCF-7 cells and one mmol/L of non-
essential amino acids for HaCaT cells. All cell culture products
were purchased from Life Technologies (Burlington, ON,
Canada). Doxorubicin, quercetin and parthenolide were
purchased from Sigma Chemicals (St Louis, MO)
Recombinant human TNFa was from R&D Systems
{Minneaopolis, MN). Caffeic acid phenethyl ester (CAPE) was
from Tocris Bioscience (Ellisville, MO)

Vectors, transfection and luciferase assay

The plasmids encoding the luciferase reporter vector
containing p53 (plasmid 219077) or NF-kB (plasmid 219083)
were purchased from Stratagene (Mississauga, ON, Canada)
The vectors encoding mutant p53 (R175H, plasmid 16436,
R273H, plasmid 16439, V143A, plasmid 16435, R249S,
plasmid 16438 and R248W, plasmid 16437 {21]) were obtained
from Addgene (Cambridge, MA). The vector encoding the wild-
type human p53 gene was purchased from Ongene
(Burlington, MA). The expression vector encoding human c-Rel
was provided by Dr. Nathalie Grandvaux (University of
Montréal, St-Luc Hospital, Montreal, Canada). pSuper and
pSuper-p53 siRNA vectors (siRNA CTRL and siRNAp53) were
kindly provided by Dr. Reuven Agami (The Netherlands Cancer
Institute, Amsterdam, Netherlands) [22]. The pCDNA3.1 vector
was purchased from Invitrogen (Burlington, ON, Canada). For
transfection, cells were plated at equal density 24 h before
transfection. Cells were then transfected with the indicated
vector(s) using the Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen)
according to the manufacturer's protocol. After transfection,
cells were incubated in complete medium at 37° C in §% CO,
for the indicated periods of time and subjected to a dual
reporter assay. Luciferase activity was measured using the
Luciferase Assay System protocol (Promega, Madison, Wi,
USA) and a luminometer (Lumat LB 9507, Berthold). B-
galactosidase activity was measured using a colorimetric
enzyme assay using the Luminescent B-Galactosidase
Detection Kit Il according to the manufacturer's instructions
(Clontech Laboratories, Mountain View, CA). Luciferase
expression levels were nommalized to the levels of B-
galactosidase expression.
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RNA Isolation and RT-PCR

Total cellular RNA was isolated from cells using the TRIzol
reagent (Invitrogen) according to the manufacturer's
instructions. First-strand cDNA was prepared from 2 g of
cellular RNA in a total reaction volume of 20 pL using the
reverse transcriptase Omniscript (QIAGEN, Mississauga, ON,
Canada) After reverse transcription, human galeclin-7 (gene
ID 3963, sense primer 5'- ACC AAC CCG GTC CCAG -3’ and
antisense primer. 5'- GCG GGC TAA CGC TTT ATT TGC -3'),
human galectin-3 (gene ID 3958, sense primer 5'- ATG GCA
GAC AAT TTT TCG CTC C -3' and antisense primer. 5- ATG
TCA CCA GAA ATT CCC AGT T -3), human 7P53 (gene ID
7157, sense primer: 5- CCA GCC AAA GAA GAA ACC A -3
and antisense primer. §'- TAT GGC GGG AGG TAG ACT GA
-3'), human p2fWAF1 (gene ID 1026, sense primer 5- CTG
GAG ACT CTC AGG GTC GAA -3’ and antisense primer; 5-
GGA TTA GGG CTT CCT CTT GGA -3'), human C/EBPB
(gene ID 1051, sense primer. 5-GCG ACG AGT ACA AGA
TCC -3' and antisense primer. 5- AGC TGC TTG AAC AAG
TTC C-3') and GAPDH (gene ID 2597, sense pnmer: 5'- CGG
AGT CAA CGG ATT TGG TCG TAT-3' and antisense primer:
§5-CAG AAG TGG TGG TAC CTC TTC CGA -3'). cDNAs were
amplified using the following conditions: 94° C for 3 min,
followed by 35 cycles of the following: 84° C for 1 min, 60° C
for 1 minute, and 72° C for 1 min, followed by a final extension
step at 72° C for 10 min. PCR was performed in a thermal
cycler (MJ Research, Watertown, MA). The amplified products
were analyzed by electrophoresis using 1.5% agarose gels and
SYBR Safe (Life Technologies) staining and UV illumination

p53 knockdown

MCF-7 and MDA-MB-231 cells were plated in 6-well plates at
3x10° cellsivell before transfected with pSuper and pSuper-
p53 siRNA vectors using the Lipofectamine 2000 reagent
(Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol. Twenty-
four hours after transfection, 0.5 pg/ml of doxorubicin was
added, and cells were incubated for an additional 24 h before
RNA isolation and RT-PCR.

Western Blot analysis

Cells were solubilized in radioimmunoprecipitation assay
(RIPA) lysis buffer (Thermo, Fisher Scientific, Ottawa, ON,
Canada) containing a cocktail of protease inhibitors (Roche,
Laval, QC, Canada). Equal amounts of proteins (25 pg) were
separated on SDS-PAGE and transferred onto nitrocellulose
membranes (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON,
Canada). The membranes were first blocked with 5% milk in
PBS/005% Tween 20 for 1 h and subsequently blotted
overnight at 4° C with primary antibodies: rabbit anti-human
p53 polyclonal antibody (1:1000; Santa-Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA) and mouse anti-B-actin monoclonal antibody
(1:20000; Sigma). Secondary antibodies consisted of
horseradish peroxydase conjugated anti-rabbit or anti-mouse
(GE Healthcare, Mississauga, ON, Canada). The immunoblots
were developed using ECL detection reagent (GE Healthcare).
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ELISA Assay

Human galectin-7 proteins levels were quantified in whole
cells using a commercial ELISA kit (R&D Systems) according
to the manufacturer’s protocol. Samples were analyzed using a
Model 680 microplate reader (Bio-Rad).

Chromatin immunoprecipitation (ChiP)

ChiP was performed wusing the EZ-Chromatin-
Immunoprecipitation Assay Kit (Millipore, Billerica, MA)
according to the manufacturer's protocol. Briefly, cells were
fixed in 1% paraformaldehyde. Nuclei were isolated, sonicated,
and pre-cleaned with protein G agarose/salmon sperm DNA
The pre-cleaned chromatin solution was either set aside as
input DNA or incubated with anti-NF-kB/p50 (06-886),
(Millipore), anti-NF-kBfc-rel (B-6), anti-p53 (DO-1), or anti-RNA
polymerase |l (05-623B) (Santa-Cruz Biotechnology) on a
rotation platform at 4° C overnight. Input DNA and mouse 19G-
pulled DNAs were used as controls for all the expenments
After reversal of the cross-linking, DNA was purified from the
immune complex and amplified using PCR primers specific for
the galectin-7 promoter region: sense; 5-GGC ATA GTC CTA
GTG GAT CCC-3' and antisense: 5-TGT AAT GGA ACA GCG
GCC ACAA-3'. The samples were incubated for 3 min at 94" C,
followed by 40 cycles as follows: 1 min at 94°C, 1 min at 62" C,
and 1 min at 72° C, with a final extension at 72° C for 10 min
The amplified products were analyzed by electrophoresis using
1.5% agarose gels and SYBR Safe (Life Technologies) staining
and UV illumination.

Confocal analysis

MCF-7 cells were cultured onto glass coverslips to semi-
confluency. After 24 h, the cells were washed with cold PBS,
fixed with 3% paraformaldehyde in PBS and permeabilized with
0.1% Triton X-100 in PBS and blocked with 1% BSA in PBS
(PBA) for 30 min. Cells were first incubated overnight at 4° C
with a goet anti-human galectin-7 polyclonal antibody (1:100,
R&D Systems) or a rabbit anti-human COX-IV antibody (1.500,
New England Biolabs, Ipswich, MA) with PBA. After several
washes, the cells were incubated with an Alexa Fluor 488-
conjugated donkey anti-goat 19G (1:500; Life Technologies) or
an Alexa Fluor 568 goat anti-rabbit 1gG (1:500; New England
Biolabs) for 1 h at room temperature. Samples were mounted
using ProLong gold antifade Reagent with 4'-6-diamino-2-
phenylindole (DAPI) (Life Technologies) on glass slides and
visualized using a Zeiss LSM780 laser scanning microscope
(Carl Zeiss Microimaging, Thornwood, NY).

Resuits

Wiid-type p83 up+regulates galectin-7 expression in
human breast cancer celis

Using MCF.7 cells transfected with a vector encoding wild-
type p53 (p534), we found that increased levels of wild-type
p53 were able to induce galectin-7 expression at both mRNA
and protein levels (Figure 1A and B). Similar results were
obtained using the MDA-MB-231 cell line (Figure 1B and C).
Treatment of MCF-7 cells, which harbor wild-type alleles of
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Figure 1. Wiid-type p63 induces galectin-7 expression in
breast cancer cell. Galectin-7 and 7P53 mRNA and protein
levels in MCF-7 (A and B) and MDA-MB-231 (C and D) cells
following transfection with an expression vector encoding wild
type p53 Protein levels were measured by ELISA, as
described the materiel and methods section. Control cells were
generated using an empty pCDNA3.1 vector. GAPDH was
used as loading control

dol 10.1371/journal pone.0072468.g001

TP53, with doxorubicin (Dox) also induced galectin-7
expression at both mRNA and protein levels (Figure 2A and
C). At the protein level, the expression of galectin-7 was
restncted to the cytosol and into mitochondria where it
colocalized with COX-IV, a well established mitochondnal
marker (Figure $1). This pattern of expression is consistent
with recent data reported [23]. Knockdown of p53* further
inhibited Dox-induced gafeclin-7 expression in MCF-7 cells
(Figure 2B).

Mutant p63 can induce gaiectin-7 expresslon in human
breast cancer cells

We and others have previously found that galectin-7 was
expressed in mammary tissues of aggressive subtypes of
breast cancer cells. Because of the high incidence of p53
mutations in human breast cancer, we thus tested whether
mutant pS3 can also induce galectin-7 expression. To test this,
transfected breast cancer cells with vectors encoding the most
common forms of mutant p53, including "hot spots® mutants
such as p53R78H and p53R2®wW [24]. Our results showed that
p53RTSH - p53RZMH  and pS3RMeY were all able to induce
galectin-7 in MCF-7 (Figure 3A). No such increase in galectin-7
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Figure 2. Doxorubicin Induces galectin-7 expression in
MCF-7e®wt,  (A) Increased expression of galeclin-7 and
P21WAF1 in MCF-7 cells treated with increasing doses of
doxorubicin. No such increase was observed in galectin-3
mRNA levels GAPDH was used as loading control (B)
Inhibition of galectin-7 mRNA levels and p53 protein levels by
p53 siRNA in MCF-7 cells treated with 0.5 pg/ml of doxorubicin
A siRNA CTRL vector was used as control and GAPDH or B-
actin was used as loading control. (C) Confocal images
showing galectin-7 expression in doxorubicin-treated MCF-7 as
compared to untreated control cells. Fixed cells were labeled
with a goat anti-human galectin-7 polyclonal antibody and an
Alexa Fluor 488-conjugated donkey anti-goat 1gG (green
fluorescence) Nuclei were stained with DAP (blue)

dotk: 10.1374/journal pone. 0072468 9002

was obtained using the control {empty) vector The p53R7eH
also induced galeclin-7 when expressed in MDA-MB-231, a
human breast cancer cell line harboring a mutant 7P53 gene
(p53"29%) and in the p53~* MDA-MB-453 cells (Figure 3B, C
and 85). Of note, mutant p53 were not all equally capable of
inducing galectin-7 in all cells types. In MCF-7 cells, for
instance, ectopic expression of p53Vi®A and pS53R2eS were
insufficient to induce gefectin-7. Similar results were obtained
in MDA-MB-453 transfected with a vector encoding p53R273H,
suggesting that the ability of mutant p53 to induce galeciin-7
was cell-specific. Our results showing that Dox-treated MDA-
MB-231 cells expressed increased galectin-7 confirmed that
endogenous p53°"®% was capable of inducing galectin-7 at
both mRNA and protein levels (Figure 4A and B). No such
increase was observed when the p53™! MDA-MB-453 cells
were treated with Dox, indicating that the effect of Dox was
p53-specific. This conclusion is supported by our data showing
that Dox-induced galectin-7 expression by endogenous
p53R&K in MDA-MB-231 cells was inhibited by partial
knockdown of p53R2 (Figure 4C).

PLOS ONE | www.plosone.org

64

Regulation of Galectin-7 Expression

MCE-71pS3% 1)
A : ot ¢
Galectin =
Ti'sd
I
B MDA-MB-231 (ps ek,
CTRL  pS3 psd
TrSi
C

MDA-MB-453 (p5 38

CTRI bl

peet psyey

Galeatin ™
Trss
GAPDI

Figure 3. Mutant p563 Induces galectin-7 expression in
breast cancer cell lines. Semi-quantitative RT-PCR analysis
showing galectin-7 and TP53 mRNA levels following
transfection with an expression vector encoding the wt p53 or a
mutated form of pS§3 (R175H, R273H, V143A, R249S or
R248W) in MCF-7 (A), MDA-MB-231 (B) and MDA-MB-453
{C). An empty pCDNA3.1 vector was used as a control (CTRL)
GAPDH is used as loading control

dol. 10.1371/Journal pone.0072468.9003

The role of NF-xB In galectin-7 expression

An in silico analysis of the human galecfin-7 promoter
revealed the presence of a putative p53 binding site in its 5'
proximal region relative to the transcriptional start site (Figure
BA). Several putative NF-kB binding sites were also present
within this region, raising the possibility that gaectin-7 could be
regulated by via a transcriptional crosstalk between NF-kB and
p53. This hypothesis is supported by our data showing that
both endogenous NF-kB and p53 were equally capable of
binding to the human galectin-7 promoter (Figure 6). Further
support to this hypothesis is provided by our data showing that
MDA-MB-468 cells expressing galectin-7 constitutively have
high levels of NF-kB activity (Figure 5B and C). These cells do
not have any detectable p53 activity since they have lost the
wild-type allele of 7P53 and only express the transcriptionally
inactive TP53R734 gllgle. Similar results were obtained in the
case of HaCaT cells, a transformed keratinocyte cell line
known to express high levels of galectin-7 [23,25]. Like MDA-
MB-468 cells, HaCaT cells do not have detectable p53
transcriptional activity and only express the transcriptionally
inactive TPS53#7ovR2&w gllgles (Figure §C, S4 and $8). These
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Figure 4. Doxorubicin induces galectin-7 expression in
MDA-MB-231°®Rr115H, (A) Effect of Increasing doses of
doxorubicin on galectin-7 expression in MDA-MB-231, a
mutated p53R=% cgll line and MDA-MB-453, a p53™! cell line
No increase in galectin-3 mRNA levels was observed in MDA-
MB-453. GAPDH was used as loading control. {B) MDA-
MB-231 were treated or not with 05 pg/ml of doxorubicin
before cells fixation and permeabilization. A goat anti-human
galectin-7 polyclonal antibody was used in combination with an
Alexa Fluor 488 donkey anti-goat I1gG to detect endogenous
galectin-7. MDA-MB-231 cells are shown with galectin-7
{(green) and nucleus (blue). (C) Inhibition of galectin-7 mRNA
levels and p53 protein levels by p53 siRNA in MDA-MB-231
cells treated with 0.5 pg/ml of doxorubicin. A siRNA CTRL
vector was used as control and GAPDH or B-actin was used as
loading control

dot 10.1371fjournal.pone.0072468.g004

results are thus consistent with a role for NF-kB in regulating
galectin-7 expression. This conclusion is supported by our data
showing that transfection of an expression vector encoding c-
Rel or treatment of cells with TNFa a well-known inducer of NF-
kB activity, both induced galectin-7 expression in MCF-7,
HaCaT, and MDA-MB-468 (Figure TA, B and S§2). Our results
with TNFa were in fact consistent with gene profiling data in a
public profiling database (Geo Profiles, NCBI) showing a
specific NF-kB-dependent increase of galeclin-7 in epidermal
keratinocytes stimulated by TNFa (Figure 7C). We also found
that parthenolide, a specific inhibitor of NF-kB, suppressed
galectin-7 expression in HaCaT cells (Figure 7D). Similar
results were obtained following treatment of MDA-MB-468 cells
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Figure 6. Correlation between galectin-7 expression and
NF-xB activity. (A) Putative binding sites for NF-kB, c-Rel and
p53 within the proximal promoter region of the human
galectin-7 gene. The location of the putative binding sites were
obtained by analyzing the sequence of the galectin-7 promoter
using the TFSearch program which searches highly correlated
sequence fragments against TFMATRIX transcription factor
binding site profile database in the TRANSFAC' databases by
GBF-Braunschweig (http:fiwww.cbrc ipiresearchidb/
TESEARCH himl). (B) Gelectin-7 protein levels measured by
ELISA in MDA-MB-231, MDA-MB-453, MCF-7 and MDA-
MB-468 breast cancer cell lines. Human epithelial
keratinocytes (HaCaT) was used as a positive control. Similar
results were obtained by Westem blot analysis (Figure S$4). (D)
NF-kB and p53 activity as measured following transient
transfection with luciferase reporter vectors in breast cancer
cell lines with different p53 status and HaCaT cells.
Transfection efficiency was normalized with co-transfection
with a B-galactosidase reporter vector.

dol: 10.1371/journal pone.007 2468.9005

with caffeic acid phenethyl ester (CAPE) and quercetin, two
other inhibitors of NF-kB [26,27] (Figure 7E and F). This
inhibition of galectin-7 expression in HaCaT and MDA-MB-468
cells following treatment with parthenolide and CAPE
correlated with reduced NF-kB activity (Figure $3). Taken
together, these results suggest that NF-kB plays a central role
in the expression of galectin-7.
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Figure 6. Binding of NF-kB and p53 on the endogenous
galectin-7 promoter. Binding of NF-kB p50 and c-Rel isoform,
p53 and RNA polymerase Il (Polll) on the endogenous
galectin-7 promoter was measured by ChIP assay using
genomic DNA collected from HaCaT (A) and human breast
cancer cell lines MDA-MB-468 (B) and MCF-7 (C) An Isotypic
control (IgG) was used as a negative control Total DNA extract
was used as a positive control (Input)

dot 10 1371/joumal.pone.0072468.g006

Wiid-type and mutant p53 requires NF-kB for the
Induction of galectin-7.

We next investigated whether NF-kB-dependent galectin-7
expression could be triggered by increased levels of wt or
mutant p53. For this purpose, cells expressing wt and mutant
p53 were either treated with Dox or transfected with wt or
mutant p53. Our results showed that increased expression of
wt or mutant p53 {p53R1™H) both increased NF-kB activity in
MCF-7, MDA-MB-231 and MDA-MB-453 cells (Figure 8A~C
and $4) Similar results were obtained using the MDA-
MB-231m3R280k cglls treated with Dox (Figure 8D and $4).
Moreover, the induction of galectin-7 at the mRNA and protein
levels by wt or mutant p53 was inhibited in a dose-dependent
manner by CAPE (Figures 9 and 10)

Discussion

The present study shows that both wild type and mutant p53
can induce galectin-7 in breast cancer cells. This conclusion is
based on the following: 1) transfection with an expression
vector encoding wt or mutant p53 induced galectin-7 in several
breast cancer cell lines, including p53~ cells; 2) treatment of
breast cancer cells harboring wild-type or mutated allele of
TP53 with Dox induced galectin-7 expression in human cancer
cell lines, and 3) depletion of endogenous p53 inhibited Dox-
induced galectin-7 expression. We further showed that NF-kB
was also capable of inducing galectin-7. This conclusion is
supported by our data showing that: 1) NF-kB binds to the
endogenous galectin-7 promoter; 2) transfection of NF-kB
subunits or treatment of cells with TNFa, a well-known inducer
of NF-kB, both increased galectin-7; 3) inhibitors of NF-kB
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Figure 7. Galectin-7 expression is dependent of NF-xB
signalling pathway. mRNA levels following treatment with
increasing doses of TNFa (A) or at different time post-
treatment with TNFa (B). (C) /n sifico analysis showing effect of
parthenolide on TNFa-induced galectin-7 expression in
epidermal keratinocytes. Data were retrieved from a dataset
(GDS  1289) in the Gene Expression Omnibus (GEO)
repository. (D) Effect of parthenolide on galectin-7 expression
in HaCaT cells. mRNA levels of galectin-7 was measured by
semi-quantitative RT-PCR analysis 48h after treatment. No
such effect was observed on C/EBPB expression. GAPDH was
used as loading control. (E) Dose-dependent inhibition of
gafactin-7 mRNA levels in MDA-MB-468 cells treated with
CAPE. GAPDH was used as loading control. (F) Dose-
dependent inhibition of gafectin-7 mRNA levels in MDA-
MB-468 cells treated with quercetin. GAPDH was used as
loading control

dol: 10.1374/joumal pane 0072468.9007

decreased constitutive or TNFa-induced gakeciin-7 expression.
Finally, our results showing that p53-induced galectin-7
expression correlated with increased NF-kB activity and was
inhibited by NF-kB inhibitors suggest galectin-7 expression
results from a crosstalk between p53 and NF-kB

Over the last decade, a large number of observations have
brought support to the idea that NF-kB plays an important role
in cancer. In most cancer cells, NF-kB is constitutively active
and is responsible, at least in part, for resistance to apoptosis.
Itis therefore not surprising that a crosstalk exists between NF-
kB and p53. In fact, our results are consistent with a number of
studies showing that 1) mutant p53 expression correlates
positively with NF-xB activity in cultured cancer cells [28], 2)
elevated expression of mutant p53 is associated with increased
NF-kB activation in cancer tissues [29], and 3) mutant p53
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Figure 8. p53 Induces galectin-7 expression via NF-
kB. (A) Increased NF-kB reporter activity in MCF-7 and MDA-
MB-231 cells 24h following transfection with an expression
vector encoding wt p53. An empty pCDNA3.1 vector was used
as a control (CTRL) Transfection efficiency was normalized by
co-transfection with a B-galactosidase reporter vector. NF-xkB
reporter activity in MDA-MB-231 (B) and MDA-MB-453 (C)
cells following transfection of the mutated p53*17H An emply
pCDNA3.1 vector was used as a control (CTRL). Transfection
efficiency was normalized by co-transfection with a B-
galactosidase reporter vector. (D) Effect of increasing doses of
doxorubicin on NF-kB reporter activity in MDA-MB-231, a
mutated pS3REK  cell line. Transfection efficiency was
normalized by co-fransfection with a B-galactosidase reporter
vector.

dok 10.1371/journal.pone.0072468.g008

augments NF-kB activity by affecting both the strength and
duration of NF-kB activation [30]. Because high levels of NF-kB
have been associated with resistance to apoptosis [31], and
galectin-7 induces resistance to apoptosis in breast cancer
cells [12], our results suggest that galectin-7 may contribute to
NF-kB-mediated resistance to apoptosis. Whether the clinical
efficiency of some NF-kB inhibitors alone or in combination with
other therapies is linked to reduced galectin-7 is an interesting
question that merits future investigations. It will also be
interesting to determine whether specific isoforms are all
equally capable of binding to the galecfin-7 promoter to induce
its expression. Homo- and heterodimerization between NF-kB
isoforms generates a diverse range of DNA binding proteins
which vary according to the cell type, the stimulus, and the
duration of the signals. Using several pharmacological
inhibitors to block NF-«B activity thus ensures that we target all
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Figure 9. Galectin-7 expression induced by wild-type p63
required NF-xB. Inhibition of galectin-7 mRNA (A} and protein
levels (B) by increasing doses of CAPE in MCF-7 and MDA-
MB-231 cells transfected with an expression vector encoding
wt p53. GAPDH was used as loading control

dol 10.1371/joumal.pons.0072468.9009

NF-kB isoforms. It is important to note, however, there is yet no
evidence yet that NF-kB alone is sufficient to induce galectin-7
For example, galectin-7 is not detected in MDA-MB-453 (null
p53) cells, which harbor a constitutively high level of NF-kB
activity. Moreover, in contrast to other cell models, we could
not induce galectin-7 upon treatment of MDA-MB-453 (p53-
null) cells with TNFa.

Mutations in the TP53 gene are among the most common
genetic alterations found in breast cancer. The presence of p53
mutations correlates with a high histologic grade, lack of ER
andlor PR expression, deregulated apoptosis, and poor
prognosis [32]. Such correlation is consistent with the
expression pattem of galectin-7, which is exclusively found in
ER/PR negative breast cancer [12,13]. Whether galectin-7 is
part of a common pathway used by mutant p53 to aid in
oncogenesis is an interesting possibility.

The mechanism by which mutant p53 can induce galectin-7
in breast cancer cells via NF-kB is unclear. Given the frequent
overlap between p53 and NF-kB binding sites in gene
promoters, it is possible that mutant p53 could influence the
transcriptional output of specific NF-kB target genes by binding
to their promoters. Increased basal NF-kB activity could also
result from the ability of mutant p53 to transactivate the NF.xB2
gene encoding p100/p52 [28]. Perhaps, this NF-kB/p53
complex is required for opening of chromatin at NF-kB loci and
for the persistence of NF-kB complex to its binding motifs [33]
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Figure 10. Galectin-7 expression induced by
p53R17H,  mutant Is Inhibited by CAPE (A) Inhibition of

galectin-7 mRNA levels by CAPE in MDA-MB-453 cells
transfected with the expression vector encoding p53R17H or
with the (empty) pCDNA3 1 control vector (CTRL). GAPDH
was used as loading control. (B) Effect of CAPE on NF-kB
reporter activity in MDA-MB-453 celis transfected with the
expression vector encoding p53R%SH or with the (empty)
pCDNA3.1 control vector (CTRL). Transfection efficiency was
normalized by co-transfection with a B-galactosidase reporter
vector.

dot 10.1371/journal pone. 0072468.g010

It is important to note, however, that a constitutive NF-kB
activity is not sufficient to induce galectin-7. For example, the
p53™" MDA-MB-453 cells do harbor high leveis of NF-kB
activity but do not express detectable levels of galectin-7
(Figure 8B and C), suggesting that a NF-kB/p53 complex is
required to transactivate the galectin-7 promoter or that
additional epigenetic regulatory mechanisms are involved.
Future investigations are needed to clarify this issue. However,
our results reveal a regulatory circuit placing NF-kB under the
control of p53 and suggest that p53 can dictate cell fate
decisions on induction of pro- or anti-apoptotic genes
depending on cell status. Cells with p53 levels insufficient or
instable to promote transcriptional activities of NF-kB would be
disfavored. inversely, cells with high levels of mutant p53 could
mimic NF-kB activation and readily induce expression of anti-
apoptotic NF-kB target gene like galectin-7. Our results using
the HaCaT cell line, a keratinocyte cell line with high levels of
NF-kB activity and galectin-7 expression, are interesting in this
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regard In these cells, TP53 is mutated on both alleles, at
codon 179 of exon 5§ and codon 282 of exon 8 (Figure S6)
These mutations are commonly found in human tumors and
are believed to play a significant role in the immortalization of
this line [34]. The mutation at position 179 is known to
destabilize the p53 protein by altering its ability to interact with
a zinc molecule, causing loss of DNA-binding specificity [33}
While the mutation at position 282 alters the global architecture
of the protein, il does not affect its ability to bind to DNA [35]
These specific properties of mutant p53 possibly explain the
high transcriptional activity of NF-kB in HaCaT cells and the
observed binding of mutant p53 to the endogenous galectin-7
promoter. Similar resuits were obtained in MDA-MB-468 cells,
which express a single 7P53 allele that encodes a missense
mutation at codon 273 (R—H) (Figure $6). This mutation is one
of the most common mutations in cancer cells. It disrupts the
sequence-specific DNA-binding core of p53 [36] while
maintaining the overall architecture of the DNA binding surface,
explaining why binding of specific DNA is not completely
abolished. Interestingly, we found that this mutant induced
galectin-7 expression in MCF-7 breast cancer cell line while
binding to the endogenous galectin-7 promoter. Surprisingly, it
was not able to induce galectin-7 in the p53~" MDA-MB-453
cells. The mutant R249S was also unable to induce gafectin-7
in all cell lines tested, suggesting that cell-specific
corepressors/coactivators are involved. We believe, however,
that it is too early to determine if a relationship can be
established between a specific type of mutation and its effect
on galectin-7 expression as we have tested a relatively small
repertoire of mutations (Figure S6). Moreover, it is important to
take into account that the effect of a specific mutation may
depend on the cell type and/or the expression of the other wild-
type or mutated allele. Future studies will have to be conducted
to answer this question. We have nevertheless added a
sentence in the discussion regarding this possibility

In conclusion, we found that both wt and mutant p53 can
induce galectin-7 in breast cancer cells. While our data help to
explain why galectin-7 is constitutively expressed in cancer
cells, they also raise questions about the role of galectin-7
when induced by wt versus mutant p53. Our data support the
view that galectin-7 cannot be solely considered a pro-
apoptotic protein. The biological role of galectin-7 is likely
dependent on functional interactions with other p53-induced
genes and/or NF-kB-induced genes, a possibility consistent
with its elevated levels in breast cancer tissues where mutant
p53 is commonly found. Future investigations will be needed to
determine how galectin-7 biological function is modulated by
the crosstalk between p53 and NF-kB.

Supporting information
Figure S1. (TIF)
Figure S2. (TIF)

Figure S3. (TiF)
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Figure $4. (TIF)

Figure S6. (TIF)
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Figure S1
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Figure S1: Intracellular localization of galectin-7 in MCF-7 cells treated with doxorubicin.
{A) Confocal images showing intraccllular expression of galecin-7 in MCF-7 wrcated with
doxorubicin as comparcd (o control cclls. A goat anti-human galectin-7 (ref fluorescence) or a
rabbit anti-human COX-1V {red fluorcscence) antibodics were used in combination with an Alexa
Fluor 48&-conjugated donkey anti-goat 1gG or an Alexa Fluor 56%-conjugated goat anti-rabbit 1g¢G
o detect endogenous galectin-7 or COX-IV respectively. Nucei were stained with DAPI (blue
tluorescence). (B) Co-localization of galectin-7 and COX-IV in MCF-7 cells treated with of
doxorubicin. Galectin-7 is shown in green. COX-1V in red. nucler in blue and co-localization in
yellow,
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Figure S2
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Figure S2: c-rel induces galectin-7 expression. Galectin-7 mRNA levels in (A) MCF-7. (B}
HaCaT and (C) MDA-MB-468 cell lines following wansfection with a reporter vector
cncoding ¢-Rel. An copty pCDNAS. T vector was used as control (CTRL) and GAPDIT was

used as loading control
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Figure S3

A HaCaT (ps3raav i)

J

250000

200000 7

> 150000

NF-kB cis-reporter activity
(RLUs}

100000
50000 -
0 -
0 10 M Parthenolide
MDA-MB-468 {p53#711)
35000 1

30000

25000 1
20000 1
15000 1
10000 1 l
5000 -
0 - T T T

0 20 40 %0 CAPE (M)

NF-xB cis-reporter activity
(RLUs}

Figure S3: The cffect of parthenolide and CAPE on NF-xB activity. (A) Treatment of
HaCaT cclls with parthenolide reducesd NF-xB reporter activity. Transicction efficiency was
normalized by co-transtection of a pP-galactosidase reporter vector. (B) Dose-dependent
inhibition of NF-xkB reporter activity in MDA-MB-468 cclls treated with CAPE. Transtection
cificiency was normalized by co-transtection of a -gatactosidase reporter vector.

73



Figure S4
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Figure 84: (A) Galectin-7 and p33 protein levels in breast cancer cell lines and HaCaT cells. p-actin
was used as loading control. (B) Etfect of increasing doses ot doxorubicin on p33 reporter activity in
MDA-MB-231. Transiection ctliciency was normalized using a f3-galactosidase reporter vector. (C)
Incrcased NF-xB reporter activity in MDA-MB-453(p33-null) cells 24h following transfection with
an expression vector encoding pS3wt or mutant pS3RIT Ap empty pCDNA3. | vector was used as a
control {CTRL}. Transtection cificiency was normalized by co-transicction with a B-galactosidase
reporter vector.

74



A

P53 NT-kB

Al40-145

Figure S5

p20-Gul-7h promolter
activity (Fold mcrease)

w = i

BACAT

B

MDA-MB-453 (ps3')

T =

r, Wy

[ |

2 z x =

& 7 &

o [-% [-% e
0 [ J

CAPY {201 M)

{ Galectin-7

—— andiD

pS3

1 OMDA-MB-231
] ! yoxeiop ;
—! DUSTSIYT frmmmiter o] (3t
0 MDA-MB-46%
Cell lines used in NF-xB | Galectin-7
C this study [oakilend sctivity | cxpression
1 MCF-7 Wild-type low weak
1: MDA-MB-I3T RISON Tow No
3 : MDA-MB-483 null high No
3 MDA-VIB-468 R Tagh Tigh
§: HaCaT 179y -R282W high Hagh
3 Effect | Ellet oa galecrin-7 mRNA |
ps3 \v‘lrinm e Folded ob DNA expression In cell lines
used In this s state binding
study (at 37°C)* sctivity® 1 2 3
Wild type Natve . 4 L L )
R175H e | el 2 +
DNA- 3 No
4 s
KB hinding Narie + * ellect
DNA- 3
RIIRW bindmg Distoried a NT NT
g PINA- ; “No . X
R2498 inding Distoned it N1 N
. T Glabally ) No .
VI43IA fsandwich | el eliect Nt NI

NN Teaed

© These ot wyre diotadded on he ssafees Brazds o al

and Bullisck ¢t ad . Ongagene (2000 [0 1235/ 256

RRRC I3[ 4 2000) 399510

Figure S4: (A) Efftct of a mutation in the DNA binding sitc of p53 and NF-xB (A140-145) on the
activity of the human galectin-7 promoter. (p200-Gaid-7h). Activity ol the galectin-7 promoter was
mesured by a luciferase assay. Transtection cfficicncy was normalized using a f-galactosidase
reporter vector. {B) Inhibition of galectin-7 protein levels by CAPE in a p33 null MDA-MB-433 cells
transtected with the expression vector encoding p33wt, pS3REFSH o with the (empty) pCDNA3.I
control vector {CTRL). GAPDH was uscd as loading control. (€) Overview of the expression of

various mutants p33 in different cell lines and their cftect on galectin-7 expression.
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CONCLUSIONS DU CHAPITRE 2

Dans cette étude, nous avons démontré qu’a la fois pS3 de type sauvage et muté
pouvaient induire galectine-7 dans les cellules du cancer du sein. Nos résultats permettent
d’éclaircir pourquoi galectine-7 est constitutivement exprimée dans les cellules cancéreuses.
Ces résultats ajoutent de nouvelles questions a propos du réle de galectine-7 induite par p53
de type sauvage ou muté. Nos résultats supportent le concept que galectine-7 ne peut pas étre
seulement considérée comme une protéine pro-apoptotique. Le rdle biologique de galectine-7
serait dépendant des interactions fonctionnelles avec d’autres génes induits par p53 et/ou NF-
kB. Cette hypothése serait consistante avec les niveaux élevés de galectine-7 qui ont été
observés dans les tissus du cancer du sein ou les mutants p53 sont fréquemment retrouvés.
Des investigations futures seront nécessaires pour déterminer comment la fonction biologique

de galectine-7 est modulée par les interactions entre p53 et NF-kB.
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RESUME DU CHAPITRE 3

Galectine-7 a été généralement considérée comme un geéne sous le contréle de p53.
Paradoxalement, une expression élevée de galectine-7 a été reportée dans plusieurs types de
cancers présentant une absence d’expression fonctionnelle de p53. C’est spécialement vrai
pour le cancer du sein ou une expression anormale de galectine-7 est exclusivement retrouvée
dans les sous-types basaux et dans les lignées cellulaires présentant un phénotype basal. Ces
observations suggérent que d’autres facteurs de transcription contribueraient a induire
galectine-7 dans les cellules du cancer du sein. Dans cette étude, nous avons examiné le réle
du facteur C/EBPf dans I’induction de I’expression de galectine-7. Les membres de la famille
C/EBPp contribuent au cancer du sein en contrdlant ’expression de geénes impliqués dans
P’invasion, la prolifération cellulaire, la survie et I’apoptose. Une attention particuliére a été
portée pour I’isoforme C/EBPB-2 qui est considérée comme la plus transcriptionnellement
active parmi les autres isoformes de C/EBPf. Nos résultats ont démontré que I’expression
ectopique de I’isoforme C/EBPB-2 dans plusieurs lignées cellulaires de carcinomes
mammaires humains était suffisante pour induire I’expression en ARNm et en protéine de
galectine-7. Nous avons identifié un site consensus pour le facteur C/EBP dans le promoteur
de galectine-7 qui semble étre requis pour la transcription basale de ce géne. Une analyse par
immunoprécipitation de la chromatine montre aussi que C/EBPB-2 se lie au promoteur
endogéne humain de galectine-7. De fagon intéressante, nous avons observé que la liaison de
C/EBP-2 sur le promoteur de galectine-7 déplagait la sous-unité p50 de NF-«B attachée sur
un site adjacent. Dans I’ensemble, nos résultats identifient une nouvelle voie de régulation
pour I’expression de galectine-7 dans les cellules du cancer du sein. Ces données établissent
aussi que C/EBPP est un important médiateur de 1’expression du géne galectine-7 dans les
cellules du cancer du sein et révélent les différents mécanismes transcriptionnels qui

controlent galectine-7 dans les cellules cancéreuses.
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ABSTRACT

Galectin-7 is considered a geme under the control of pS3. However, elevated
expression of galectin-7 has been reported in several forms of cancer harboring an
inactive p53 pathway. This is especially true for breast cancer where galectin-7
expression is readily expressed in a high proportion in basal-like breast cancer tissues,
conferring cancer cells with increased resistance to cell death and metastatic properties.
These observations suggest that other transcription factors are capable of inducing
galectin-7 expression. In the present work, we have examined the role of
CCAAT/enhancer-binding protein beta (C/EBPB) in inducing expression of galectin-7.
C/EBP proteins have been shown to contribute to breast cancer by upregulating pro-
metastatic genes. We paid a particular attention to C/EBPf-2 (also known as LAP2), the
most transcriptionally active of the C/EBPp isoforms. Our results showed that ectopic
expression of C/EBPB-2 in human breast cancer cells was sufficient to induce expression
of galectin-7 at both the mRNA and protein levels. In silico analysis further revealed the
presence of an established CEBP element in the galectin-7 promoter. Mutation of this
binding site abolished the transcriptional activity of the galectin-7 promoter. Chromatin
immunoprecipitation analysis confirmed that C/EBPB-2 binds to the endogenous
galectin-7 promoter. Taken together, our findings identify a new regulatory pathway
that regulates galectin-7 expression. They further establish C/EBPP as an important
mediator of galectin-7 gene activation in breast cancer cells and highlight the different

transcriptional mechanisms controlling galectin-7 in cancer cells.

INTRODUCTION

Galectins constitute a family of lectins defined by shared consensus amino acid
sequences and affinity for B-galactose-containing oligosaccharides [1]. In mammals, the
distribution of galectins is tissue specific and their expression is developmentally regulated
[1,2]. They play an important role in several physiological processes, including embryonic
development, wound healing, apoptosis, intercellular adhesion, cell migration, and immune
response. They are also involved in a number of pathological conditions, including infectious
diseases and cancer. Most of our knowledge on galectins has been obtained while studying
galectin-1 and galectin-3. In contrast, galectin-7 remains an unfamiliar member of the galectin

family. This galectin was initially described as a marker of differentiation of stratified

80



epithelia by Magnaldo and colleagues [3]. Functionally, galectin-7 has been shown to be
associated with UVB-induced apoptosis in epidermis since sunburn/apoptotic keratinocytes
express abnormally high levels of galectin-7 [4]. In fact, galectin-7 has been considered an
apoptosis regulator in many cell systems since its discovery by the group of Bert Vogelstein
as one of the 14 transcripts out of 7,202 induced in colorectal cancer cells by the expression of
p53, whose major function is to control apoptosis [5].

In sharp contrast to the intuitively expected negative roles played by galectin-7 in tumor
development, a study by Lu et al. reported that galectin-7 was overexpressed in tumors
induced in an experimental model of chemically induced mammary carcinomas [6]. This
provided the first indication that galectin-7 expression could be modulated in breast cancer.
We and others have since shown that galectin-7 is also expressed in breast cancer tissues in
humans. For example, genomic profiling data reported by Perou et al., who provided a
molecular portrait of human breast tumors from 42 individuals, has revealed that galectin-7
was highly expressed in estrogen receptor (ER)-negative tumors [7]. Subsequent microarray
studies examining normal breast luminal and myoepithelial cells by Jones and his colleagues
identified galectin-7 as a myoepithelial-specific gene [8]. We have since confirmed the
specific expression pattern of galectin-7 in breast cancer tissues using tissue microarrays
(TMAs) constructed from samples obtained from normal individuals and in patients with
breast carcinomas [9]. Using preclinical mouse models, we have further shown that high
levels of galectin-7 expression in breast cancer cells increase their ability to metastasize to
lungs and bones [9].

While a clear picture of the function of galectin-7 in breast cancer is emerging, very little
is known about the molecular mechanisms regulating galectin-7 expression in human breast
cancer cells. Among the transcription factors that could possibly regulate galectin-7 is
CCAAT/enhancer binding protein beta (C/EBPf). Members of the C/EBP family have been
shown to contribute to tumor progression by controlling the expression of genes involved in
invasion, cellular proliferation, survival and apoptosis [10-13]. In mammary tissues, this
factor has been shown to be critical for normal growth and differentiation of the mammary
gland [14-16]. It also contributes to malignant conversion of the human breast [12,17]. Of the
three C/EBPP isoforms, a particular attention has been paid to C/EBPB-2 because
overexpression of this isoform induces epithelial-mesenchymal transition [18]. A significant
increase in C/EBPp is observed in estrogen and progesterone-receptor-negative breast cancer

as compared to tumors positive for these receptors. Increased C/EBP levels also correlate
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with metastatic breast cancer and a high tumour grade [12]. In the present work, we have

examined whether C/EBPJ regulates expression of galectin-7 in breast cancer cells.

MATERIALS AND METHODS

Cell lines and reagents

Breast cancer cell lines were a generous gift from Dr. P. Siegel (the Goodman Cancer
Centre, McGill University, Montreal, Qc). Immortalized human keratinocytes (HaCaT) were
provided by Dr. Thierry Magnaldo (Université de Nice). All cells were grown in complete
medium, and MDA-MB-231, MDA-MB-453 and MDA-MB-468, cells were maintained in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 8% (v/v) FCS, 2 mmol/L L-
glutamine and 10 mmol/L HEPES buffer, while 1 mmol/L sodium pyruvate was included for
maintenance of MCF-7 cells and 1 mmoL/L non-essential amino acids were used with HaCaT
cells. All cell culture products were purchased from Life Technologies (Burlington, ON,
Canada).

Transient transfection and luciferase assay

Vectors encoding human C/EBPa or  (SC303472 and SC319561; Origene, Burlington,
ON) and vectors encoding C/EBPB-2 and C/EBPB-3 (15738 and 15737; Addgene,
Cambridge, MA) were obtained commercially. The cDNA encoding the human galectin-7
(provided by Dr. Thierry Magnaldo) was cloned in the sra eukaryotic expression vector (kind
gift of Dr. Frangois Denis) using Spel and BamHI restriction sites. Cells were transfected
using the Lipofectamine 2000 reagent (Life Technologies) according to the manufacturer’s
protocol. For reporter assays, NF-kB or a C/EBP luciferase reporter vectors (Cat. No. 219078
and 240112 respectively; Stratagene, Santa Clara, CA) were used. The (empty) pCMVS5
vector was used as a control. Transfection efficiency was measured using the pCMV/B-gal
reporter vector (Promega, Madison, WI). Luciferase activity was measured using the
Luciferase Assay System protocol (Promega) and a luminometer (Lumat LB 9507, Berthold).
B-galactosidase activity was detected using a colorimetric enzyme assay using the
Luminescent B-Galactosidase Detection Kit II according to the manufacturer’s instructions
(Clontech Laboratories, Mountain View, CA). Luciferase expression levels were normalized

to the levels of B-galactosidase expression.
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Western blot analysis

Cells were solubilized in radioimmunoprecipitation assay (RIPA) lysis buffer (Thermo
Fisher Scientific, Ottawa, ON) containing a cocktail of protease inhibitors (Roche, Laval,
QC). Equal amounts of protein (25 pg) were separated on SDS-PAGE and transferred onto
nitrocellulose membranes (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON). The membranes were
first blocked with 5% milk in PBS/0.05% Tween 20 for 1 h and subsequently blotted
overnight at 4°C with primary antibodies: rabbit anti-C/EBPB polyclonal antibody (1:1000;
sc-150 (C-19) Santa-Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) and mouse anti-B-actin
monoclonal antibody (1:20000; Sigma, St-Louis, MO, USA). Secondary antibodies consisted
of horseradish peroxydase conjugated anti-rabbit or anti-mouse (GE Healthcare, Mississauga,

ON). The immunoblots were developed using ECL detection reagent (GE Healthcare).

Confocal microscopy

Cells were cultured onto glass coverslips to semi-confluency. After 24 h of transfection
with vector encoding C/EBPB-2, cells were washed with cold PBS, fixed with 3%
paraformaldehyde in PBS and permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS and blocked
with 1% BSA in PBS (PBA) for 30 min. Cells were first incubated overnight at 4°C with a
goat anti-human galectin-7 polyclonal antibody (1:100; R&D Systems, Minneapolis, MN)
with PBA. After several washes, cells were incubated with an Alexa Fluor 488-conjugated
donkey anti-goat IgG (1:500; Life Technologies) for 1 h at room temperature. Samples were
mounted using the ProLong gold antifade reagent together with 4’-6-diamino-2-phenylindole
(DAPI) (Life Technologies) on glass slides and visualized using a Zeiss LSM780 laser

scanning microscope (Carl Zeiss Microimaging, Thornwood, NY).

RNA Isolation and RT-PCR

Total cellular RNA was isolated from cells using the TRIzol reagent (Life Technologies)
according to the manufacturer’s instructions. First-strand cDNA was prepared from 2 pg of
cellular RNA in a total reaction volume of 20 pL using the reverse transcriptase Omniscript
(QIAGEN, Mississauga, ON, Canada). After reverse transcription, human galectin-7 (gene ID
3963, sense primer: 5’- ACC AAC CCG GTC CCA G -3’ and antisense primer: 5’- GCG
GGC TAA CGC TTT ATT TGC -3’) and GAPDH (gene ID 2597, sense primer: 5’- CGG
AGT CAA CGG ATT TGG TCG TAT-3’ and antisense primer: 5’-CAG AAG TGG TGG
TAC CTC TTC CGA -3’) cDNAs were amplified using the following conditions: 94°C for 3
min, followed by 35 cycles of the following: 94°C for 1 minute, 60°C for 1 minute, and 72°C
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for 1 minute, followed by a final extension step at 72°C for 10 minutes. PCR was performed
in a thermal cycler (MJ Research, Watertown, MA). The amplified products were analyzed by
electrophoresis using 1.5% agarose gels and SYBR Safe DNA gel (Invitrogen) staining and

UV illumination.

Chromatin immunoprecipitation (ChIP)

ChIP assays were performed using the EZ-Chromatin-Immunoprecipitation Assay Kit
(Millipore, Billerica, MA). For this purpose, MCF-7 cells were grown overnight in 100-mm
dishes to ~ 60-70% confluency and then transfected with either the empty pCMVS5 control
vector or vectors encoding C/EBPB-2 or C/EBPf-3 using Lipofectamine 2000 reagent. Cells
were fixed in 1% paraformaldehyde. Nuclei were isolated, sonicated, and pre-cleaned with
protein G agarose/salmon sperm DNA. The pre-cleaned chromatin solution was either set
aside as input DNA or incubated with anti-NF-xB/pS0 (Cat. No. 06-886; Millipore) or anti-
C/EBPB (C-19, sc-150; Santa-Cruz Biotechnology) on a rotation platform at 4°C overnight.
Input DNA and mouse IgG-pulled DNA were used as controls for all the experiments. After
reversal of the cross-linking, DNA was purified from the immune complex and amplified
using PCR primers specific for the galectin-7 promoter region encompassing +1 to -200 bp:
sense: 5’-CCT GGG TGA TGG GGG GAT CAGG -3’ and antisense: 5’-CCA TGT CCG
TGA GTG CTC CAG GG-3’. The samples were incubated for 3 min at 94°C, followed by 40
cycles as follows: 1 min at 94°C, 1 min at 62°C, and 1 min at 72°C, with a final extension at

72°C for 10 min.

Scratch wound healing assay

Confluent monolayers were obtained by seeding 3 x 10° cells onto 6-well glass bottom
culture plates (MatTek Corporation, Ashland, MA). Cells were transfected with vectors
encoding specific cDNA using the Lipofectamine 2000 reagent (Life Technologies) according
to the manufacturer’s protocol. After 24h, a scratch with a pipet tip was made in the cell
monolayer, followed by washing with PBS to remove cell debris. The plates were moved to
an incubator PM S1 and migration was visualized with a Carl Zeiss LSM780 confocal
microscope (Carl Zeiss). Images were captured every 10 min for 2 h. For each cell type, the
movement of 30 or 60 different cells was measured. Cell movement was analyzed using the

Image J plugins manual tracking and chemotaxis tool.
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RESULTS

C/EBPB-2 induces galectin-7 expression in breast cancer cell lines

We first set out to determine if the C/EBPB-2 isoform could induce galectin-7 gene
expression in human breast cancer cell lines. Using semi-quantitative RT-PCR, we found that
galectin-7 mRNA increased in all cell lines tested following transfection of a vector encoding
the C/EBPB-2 isoform (Figure 1A). This expression by C/EBPB-2 was independent of the
p53 status of the cells. It was observed in cells expressing a wild-type form of p53, such as
MCF-7, or in cells harboring an inactive p53 pathway, such as the p53™"' MDA-MB-453, or
MDA-MB-231, which express the p53'mOK mutant allele. It was also found in HaCaT cells,

JHITYIRIBW a)leles. In all cases, de novo

which express the transcriptionally inactive TP5
expression of galectin-7 was induced following transfection of a vector encoding C/EBPpB-3
(also known as LIP). This increased expression of galectin-7 by C/EBPB-2 was also dose-
dependent (Figure 1B). C/EBP-3, which lacks the N-terminal transactivation domains but
represses the transcription activity of other C/EBPs by competing for C/EBP consensus
binding sites or by forming inactive heterodimers with other C/EBPs [12,19], did not repress
the constitutive expression of galectin-7 in MDA-MB-468 or HaCaT cells, nor did it repress
C/EBPB-2-induced galectin-7 (Figure 1C). The ability of C/EBP-2 to induce galectin-7 was
also confirmed at the protein level by confocal microscopy in both MDA-MB-231 and MCF-7
cells (Figure 2). Taken together, these results suggest that increased expression of C/EBPp-2

is sufficient to induce galectin-7 in breast cancer cell lines, and possibly other types of cells.

A C/EBP@ consensus site in human galectin-7 promoter

Using in silico computational analysis of the human galectin-7 promoter region (using
the TFSEARCH program), we found eight potential C/EBP binding sites within the proximal
1.5 kb 5' flanking region of the galectin-7 gene. Using progressive deletion reporter constructs
of the 5' flanking region of the galectin-7 promoter, we found that deletion of the distal
C/EBP binding sites did not modulate the transcriptional activity of the promoter as compared
to the transcriptional activity of a reporter construct containing the two promoter-proximal
C/EBP binding sites located at positions -105/-93 bp and -147/-132 bp (Figure 3A).
Mutational analysis showed that a mutation (A-103-98) of the C/EBPp binding site located at
-105/-93 bp had minimal effect on the transcriptional activity of galectin-7 promoter
compared to the wild-type promoter. On the other hand, disruption of C/EBP binding site
located at position -147/-132 bp (A-145-140) resulted in a 2.5-fold decrease in the promoter
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activity (Figure 3B). A 3.5-fold decrease was observed when both C/EBPJ binding sites were
disrupted (A-145-140/-103-98). These findings provide additional evidence that C/EBP plays

an important role in controlling galectin-7 promoter activity.

Expression of galectin-7 and C\EBP in epithelial tissues

To further examine whether we could find an association between C/EBPB and
galectin-7 expression profiles in epithelial tissues, we looked at the Human Protein Atlas
database, which contains high-resolution images showing the spatial distribution of proteins
in normal and cancer tissues. We paid a particular attention to epithelial tissues known to
express galectin-7 constitutively, including skin, esophagus, oral mucosa and cervical tissues.
As expected, immunohistochemistry staining of normal epithelial tissues showed a
predominantly nuclear pattern of C/EBPJ protein expression while galectin-7 was mostly
found in the cytosolic and nuclear compartments (Figure 4). In all cases, the distribution of
galectin-7 expression co-located with that of C/EBPP. Identical findings were observed in
normal mammary tissues where galectin-7 and C/EBPJ were both specifically expressed in
myoepithelial cells. Using the ONCOMINE public cancer microarray database, we also found
that C/EBPP was expressed at significantly higher levels in oestrogen receptor (ER)-negative
and triple-negative (TN) breast cancer tissues (Figure 5), a pattern identical to that of

galectin-7 in human breast cancer tissues (9).

DISCUSSION

Galectin-7 has generally been considered a gene under the control of p53. There is an
increasing number of reports, however, showing that galectin-7 is overly expressed in cancer
cells, most notably in as esophageal, lung and buccal squamous cell carcinomas, thyroid
carcinomas, bladder cancer, lymphoma, and breast cancer [7,20-25]. This is somewhat
paradoxical since p53 is often inhibited by mutations within its DNA binding domain that
lead to the expression of a transcriptionally inactive p53. Here, we have provided a possible
explanation for this paradox. More specifically, we found that increased expression of
C/EBPB-2 is sufficient to upregulate galectin-7 expression at both the mRNA and protein
levels in breast cancer cells. Such a role for C/EBPf was specific to C/EBPB-2 since C/EBPB-
3, another isoform that often acts as a dominant negative factor against C/EBPf-2, could not

induce galectin-7 nor did it repress the constitutive expression of galectin-7 or the C/EBP-2-
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induced galectin-7 expression. The role of C/EBPB-2 as an important transcription factor for
galectin-7 is further supported by our mutational analysis showing that mutation in the C/EBP
binding motif located at position -147/-132 bp of the galectin-7 promoter region strongly
inhibits its transcriptional activity. It is also supported by data found in public databases,
which showed that C/EBPP and galectin-7 have an almost identical distribution pattern in
both normal and cancer tissues. Taken together, these results identify a novel regulatory
pathway that regulates galectin-7 expression in human breast cancer cells.

Close examination of a number of public databases supports the view that C/EBP is a
positive regulator of galectin-7 in breast cancer cells. For example, a significant increase in
C/EBPp mRNA has been observed in estrogen and progesterone-receptor-negative breast
cancer versus those tumors positive for these receptors [26-28]. An increase of C/EBPS
mRNA also correlates with metastatic breast cancer and high tumor grade, making it an
interesting biomarker for a more aggressive subset of tumors with a poor prognosis [28-30].
Moreover, our preliminary results have shown that transfection of C/EBPB-2 in MCF-7 cells
increases their motility (Figure S1). Similar results were obtained when we increased
galectin-7 expression (Figure S2), consistent with our previous findings that high levels of
galectin-7 increase metastasis of breast cancer cells to the bone and the lung [9]. Future
investigations will be needed to determine whether direct suppression of galectin-7 expression
or via specific targeting C/EBPp are valuable alternatives to inhibit breast cancer progression.

Our in silico analysis of the human galectin-7 promoter has revealed some other
interesting features, most notably within the C/EBP binding site located at position -147/-132
bp. This site contains an overlapping consensus binding motif for NF-xB. Overlapping
binding motifs for transcription factors are frequently found genome-wide in both eukaryotic
and prokaryotic cis-regulatory regions of a gene promoter. Such overlap often results in
competitive binding of transcription factors to the overlapping site [20]. Our preliminary
investigations on the relevance of the overlap in the consensus binding motifs for C/EBP and
NF-xB at position -147/-132 bp have shown that a mutation (A-147-145) in the NF-xB
recognition sequence of the galectin-7 reporter construct that leaves intact the C/EBP
recognition site increased rather than reduced the activity of the promoter (Figure S3). This
would suggest that endogenous NF-kB units, such as transcriptionally inactive p50
complexes, bound to this site hinder binding C/EBP for the same site. This possibility is
supported by our results showing that caffeic acid phenethyl ester (CAPE), which prevents
NF-kB binding to DNA, increased C/EBPB-2-induced galectin-7 expression (Figure S3). The
ability of C/EBPP to displace NF-xB on the galectin-7 promoter was confirmed by ChIP
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analysis which showed that while endogenous p50 is constitutively bound to the galectin-7
promoter, transfection of C/EBPB-2 displaced the p50 homodimers, leading to a strong
activation of galectin-7 expression. However, in presence of transcriptionally active NF-kB
complexes, containing c-Rel for example, NF-kB could possibly exert a positive influence of
galectin-7 expression, as we recently showed (32). In other words, galectin-7 expression in
cancer cells with an inactive p53 pathway possibly involves C/EBP and/or NF-xB. Future
investigations will be needed to determine which specific signaling pathway. These
observations also consistent with a model where expression of galectin-7 gene is repressed by
transcriptionally inactive p50:p50 homodimers that bind to this overlapping C/EBPB/NF-xB
site on galectin-7 promoter. During malignant transformation, we envisage that increased
expression of C/EBPB-2 or a transcriptionally active NF-kB complex displaces the p50
homodimers, leading to a strong activation of galectin-7 expression. Future investigations will
be needed to determine how specific signaling pathways can dictate an NF-kB or C/EBPj

response.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. C/EBP-2 induces galectin-7 mRNA levels in various breast cancer cell lines.
(A) RT-PCR analysis showing increased expression of galectin-7 in various human breast
cancer cells after transfection with an expression vector encoding C/EBPf-2. The two lanes
represent two different samples. No such increase was observed in cells transfected with an
expression vector encoding C/EBPB-3. Similar results were obtained with HaCaT cells, a
keratinocyte cell line which constitutively express galectin-7. An empty pCMV5 vector was
used as control (CTRL) and GAPDH was used as loading control. (B) RT-PCR analyses
showing expression of galectin-7 mRNA levels in MCF-7 cells after transfection with
increasing doses of an expression vector encoding C/EBPB-2. GAPDH was used as loading
control. (C) RT-PCR analysis of MCF-7 cells co-transfected with vectors encoding C/EBPp-2
and C/EBPB-3. Below, control Western blot analysis showing expression of C/EBPB-2 and
C/EBP-3 after transfection. -actin were used as loading control.

Figure 2. Protein expression of galectin-7 in breast cancer cell lines. MCF-7 or MDA-MB-
231 was transfected with an expression vector encoding C/EBPB-2 before cells fixation and
permeabilization. A goat anti-human galectin-7 polyclonal antibody was used in combination
with an Alexa Fluor 488-conjugated donkey anti-goat IgG to detect endogenous galectin-7
(green). Nuclei were stained with DAPI (blue).

Figure 3. C/EBPB consensus binding site in galectin-7 promoter. (A) Schematic
representation of C/EBP binding sites within the 5° flanking region of the human galectin-7
gene. A series of 5° deletion constructs of the 1500 bp galectin-7 promoter region was
generated and cloned into the pGL3 Basic luciferase reporter vecto:. The resulting plasmids
were transfected in MCF-7 and MDA-MB-468 cells. Locations of the putative C/EBP binding

sites in the promoter, as determined using the TFsearch computational tool, are shown as
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empty boxes. (B) Sequence analysis of the C/EBP binding sites located at positions -105-98
and the -145-140. (C) Mutated constructs of the C/EBPf binding sites on the 200 bp galectin-
7 promoter region were generated and cloned into the pGL3 Basic luciferase reporter vector.
The resulting plasmids were co-transfected in MCF-7 cells and were compared to the wild-
type p200-galectin-7 promoter. Transfection efficiency was normalized by co-transfection

with a B-galactosidase reporter vector.

Figure 4. Correlation between expression of galectin-7 and C\EBPf in epithelial tissues.
Immunohistological analysis of galectine-7 and C/EBPp expression in (A) human normal
epithelial tissues and (B) in normal mammary gland tissue and breast carcinoma. Data were

provided by the human protein atlas database (http://www.proteinatlas.org/) and by [9].

Figure 5. High C/EBPp expression predicts poor outcome in human breast cancer. Data

obtained from the Oncomine cancer microarray database (www.oncomine.org) showing

higher C/EBPP expression in (A) estrogen receptor (ER)-negative and (B) triple negative

(TN) human breast carcinomas.
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Figure S3
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CONCLUSIONS DU CHAPITRE 3

Nos résultats démontrent que le facteur de transcription C/EBPf dont I’expression est
altérée dans le cancer du sein, peut induire I’expression de galectine-7. Nous avons donc
identifié une nouvelle voie de régulation qui contrle 1’expression de galectine-7 dans les
cellules du cancer du sein (Figure 8). Nos résultats permettraient d’expliquer pourquoi
galectine-7 est exprimée dans les cellules cancéreuses qui expriment des formes de p53

transcriptionnellement inactives.

Normalluminal breast cells Breast cancer

ER-PR-
Metastasis
High tumor grade

- C/EBPB
R sl (Zaknow. 2009. Expart Rev Mol Med|

NFxB
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p30 [ pso C/EBP-2

> vegcrmrad g - - < N CEBr e Hgecin]

Figure 15. Modéle d’activation transcriptionnelle du promoteur galectine-7 par C/EBPB-
2 durant la progression tumorale. Dans les cellules luminales normales mammaires,
I’expression de galectine-7 est réprimée transcriptionnellement par des homodimeéres de NF-
kB p50 qui se lient sur les sites consensus pour C/EBPf et NF-xB qui se superposent. Durant
la transformation maligne, la régulation a la hausse de I’expression du facteur C/EBPJ
(particulierement C/EBPB-2) déplace les homodimeres de NF-kB p50 menant & une forte
activation de I’expression de galectine-7.
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CHAPITRE 4
DISCUSSION GENERALE
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1. Identification de mécanismes moléculaires régulant ’expression de galectine-7 dans le
cancer du sein

Bien que plus de 4000 articles ont été publiés sur les galectines, seulement 97 ont
étudié galectine-7, et plus de la moitié de ces articles ont été publiés au cours des cing
derniéres années. Les différentes études sur galectine-7 confirment que contrairement aux
autres membres de cette famille, elle posséde un profil d’expression unique, étant
spécifiquement exprimée dans les épithéliums stratifiés [230]. Une altération de son
expression a aussi été associée dans la progression de certains types de cancer comme le
lymphome, le cancer de la thyroide, du pancréas, de I’ovaire et du sein [186, 194, 198, 200,
239]. Dans le cancer du sein, une expression anormalement élevée de galectine-7 a été
détectée dans les carcinomes mammaires de sous-type basal, un des sous-types ayant le plus
mauvais pronostic et pour lequel aucun traitement efficace n’est encore disponible [77, 186].
Dans le but d’identifier les mécanismes moléculaires responsables de son expression
anormalement élevée dans le cancer du sein, nous avons démontré que : i) L’expression de
galectine-7 peut étre induite par des mutants p53; ii) L’activation transcriptionnelle de
galectine-7 par p53 de type sauvage ou muté requiert NF-kB; iii) Une autre voie d’activation

de galectine-7 par C/EBPf permettrait d’induire I’expression de ce géne dans le cancer du

sein.

Galectine-7 : un géne cible des mutants p53

La régulation de galectine-7 par p53 de type sauvage ou muté n’est pas unique chez les
galectines. Parmi les autres membres de cette famille, il a été démontré que galectine-3
pouvait étre induite par des mutants p53, dont R273H [255]. Par contre, contrairement &
galectine-7 ot p53 de type sauvage induit son expression, I’activité du promoteur galectine-3
est modulée a la baisse lorsque p53 de type sauvage est surexprimé. Etant donné que les
facteurs p53 de type sauvage et muté sont impliqués dans des fonctions opposées, il est
étonnant qu’ils puissent activer un méme géne comme dans le cas de galectine-7. Le géne
EGFR est un autre exemple de cette situation peu retrouvée dans la littérature [312]. 11 est
d’ailleurs possible que cette régulation ambivalente de galectine-7 par p53 de type sauvage ou
par ces mutants influence les fonctions pro ou anti-apoptotiques de cette protéine.

Certains mutants p53 peuvent augmenter I’expression de galectine-7 (R175H, R273H,
R248W) alors que d’autres n’ont aucun effet (R249S, V143A). Les différences dans la
régulation de I’expression des génes par les mutants p53 peuvent dépendre de la nature de

ceux-ci ou de la spécificité cellulaire. Il existe des mutants déficients dans leur contact avec
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I’ADN et ceux déficients au niveau de leur structure tertiaire [294-296]. Une augmentation de
I’expression de galectine-7 est observée suite a la surexpression de mutants p53 altérés non
seulement au niveau de leur structure conformationelle, comme R175H, mais aussi au niveau
de leur domaine de liaison & I’ADN, comme pour les mutants R273H et R248W. Cependant,
le mutant R273H, qui peut induire I’expression de galectine-7 dans les cellules MCF-7 et
MDA-MB-231, n’a aucun effet dans les cellules MDA-MB-453. Ces données suggérent que
I’expression de galectine-7 ne serait pas dépendante de la nature des mutants p53. Pour
confirmer cette hypothése, il sera nécessaire, dans un premier temps, de tester d’autres
mutants p53. Dans un deuxiéme temps, des analyses par ChIP dans un type cellulaire donné
nous révéleraient si la liaison des mutants p53 sur le promoteur de galectine-7 et son
activation transcriptionnelle subséquente est dépendante de la nature des mutations de p53.

Si I’expression de galectine-7 induite par les mutants p53 semble différer selon le type
cellulaire, nous pourrons déterminer quels sont les mécanismes associés aux gains de fonction
de ces mutants. Plusieurs hypothéses ont été suggérées concernant les GOF des mutants p53.
La présence de p53 de type sauvage endogéne dans certaines cellules peut, par exemple, avoir
une influence sur la régulation de I’expression des génes induite par I’