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RÉSUMÉ GÉNÉRAL 

Le cancer du sein est une maladie se camctérisant par une variabilité dans sa 
morphologie, dans son évolution et dans sa réponse au tmitement. Une gmnde avancée a été 
faite au niveau des tmitements personnalisés du cancer du sein depuis la mise en place d'une 
classification moléculaire des carcinomes mammaires basés sur le profil d'expression des 
gènes. Parmi tous les sous-types moléculaires, le cancer du sein de sous-type basal reste le 
plus grand défi à cause de sa nature clinique agressive, son très mauvais pronostique et le fait 
qu'il touche majoritairement de jeunes patientes. Ces tumeurs n'expriment pas les cibles 
moléculaires qui confèrent 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 
kémtinocytes. Des études subséquentes ont confirmé que galectine-7 était présente dans la 
majorité des cellules épithéliales normales et plus spécifiquement au niveau des épithéliums 
stmtifiés 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 confémit une résistance à l'apoptose. Cependant, les mécanismes 
moléculaires qui régulent l'expression de ga/ectine-7 ne sont pas établis. 

L'objectif de mon projet de thèse était de déterminer les mécanismes tmnscriptionnels 
responsables de 1 'expression anormalement élevée de galectine-7 dans le cancer du sein. Nous 
avons démontré pour la première fois que des mutants de p53 pouvaient induire l'expression 
de galectine-7 dans plusieurs lignées cellulaires du cancer du sein. D'après nos résultats, 
l'expression de mutants p53 associée à une activation constitutive du facteur NF-KB semit 
responsable de 1 'expression élevée de galectine-7 dans certaines lignées cellulaires de 
carcinomes mammaires. De plus, nous avons également démontré que le facteur de 
transcription C/EBPJ3, spécifiquement l'isoforme C/EBPJ3-2, pouvait induire l'expression de 
galectine-7. Nous avons observé que C/EBPJ3-2 compétitionnait avec l'isoforme p50 de NF­
KB sur un même site du promoteur proximal de ga/ectine-7 dans des cellules de cancer du 
sein de sous-type luminal. Lorsque C/EBPP-2 est surexprimé, cet isoforme déplacemit le 
facteur NF-KB p50 transcriptionnellement inactif présent sur le promoteur pour induire 
1' 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 
pourmit être régulée par les mutants p53 qui sont fréquemment observés dans le cancer du 
sein mais son expression pourmit aussi être induite par C/EBPJ3 dans les tumeurs mammaires 
qui ne présentemient pas d'altémtions du gène TP53. D'autre part, ces données permettmient 
à plus long terme d'envisager des cibles thémpeutiques pour l'inhibition de galectine-7 dans 
le cancer du sein. 

Étudiante 

ii 



REMERCIEMENTS 

Je tiens à remercier, 

Mon directeur de recherche le Dr Yves St-Pierre, pour m'avoir acceptée dans son laboratoire 
et pour le sujet de recherche très intéressant qu'il m'a confié. Ces années de doctorat m'ont 
permis d'approfondir mes connaissances dans le domaine du cancer. Je le remercie aussi de 
m'avoir guidé à travers les différentes expériences de ce projet et surtout de m'avoir appris à 
le mener de façon efficace, sans partir dans différentes directions. Il est certain que tous ces 
conseils me serviront grandement dans ma carrière future. Je le remercie aussi pour le choix 
de son équipe de recherche, car au cours de ces années de doctorat, j'ai pu côtoyer des 
personnes qui m'ont beaucoup aidée autant au niveau du travail qu'au niveau personnel. 

Toutes les personnes qui ont travaillé dans le laboratoire : Julie, Geneviève, Katherine, 
Frédéric, Mélanie, Andrée-Anne, Marilyne, Nathalie. Je vous remercie pour votre aide, pour 
le temps que vous avez pris en participant à mes réflexions et interrogations à propos de mes 
résultats. Je vous remercie aussi pour le support moral dans les moments de creux que l'on 
connaît tous. Sans vous, les journées au laboratoire n'auraient pas été aussi agréables. 

Diane Tremblay, pour son expertise en culture cellulaire, pour la manipulation des souris et 
pour ses nombreux conseils. Sa présence au laboratoire a été énormément appréciée au cours 
de ces années. 

Jessy, pour son expertise et ses conseils en microscopie confocale. 

Un grand merci à ma famille, pour son soutien constant, même si la distance nous sépare, les 
liens restent aussi forts. Un grand merci surtout à mes parents sans qui tout ceci n'aurait pu se 
réaliser. Merci de m'avoir toujours soutenue dans mes études, d'avoir toujours été présent 
dans les bons comme dans les mauvais moments. Si je suis arrivée au bout de ces nombreuses 
années d'études, c'est parce que vous m'avez donné la détermination et la confiance 
nécessaire pour y parvenir. 

Un grand merci à Francky, sans qui tout ceci n'aurait que peu d'importance. Ta présence à 
mes côtés me permet d'avancer toujours plus loin. Je te remercie de m'avoir supporté au 
cours de ces longues années d'études et celles qui vont suivre ... 
Je remercie aussi mes deux petits amours qui ont vu le jour au cours de ces années de doctorat 
et qui ensoleillent chacune de mes journées. 

iii 



TABLE DES MATIÈRES 

Résumé général.................................................................................................... n 

Remerciements..................................................................................................... 111 

Table des matières............................................................................................... IV 

Liste des figures................................................................................................... vn 

Liste des tableaux................................................................................................. ix 

Liste des annexes.................................................................................................. ix 

Liste des abréviations.......................................................................................... x 

Contribution des auteurs................................................................... .. ............... xiii 

Chapitre 1 : Revue de la littérature......................................................... 1 

1. La glande mammaire...................................................................................... 2 

1.1. Structure.................................................................................................. 2 

1.2. Existence d'une hiérarchie au sein de la glande mammaire............... 2 

1.2.1. Les niches de cellules souches mammaires (MaSC)...... .................. 4 

1.2.2. Les cellules luminales mammaires........ ........................................... 5 

1.2.3. Les cellules myoépithéliales mammaires.......................................... 6 

2. Le cancer du sein.............................................................................................. 9 

2.1. Portrait moléculaire du cancer du sein................................................. 9 

2.1.1. Les récepteurs aux œstrogènes et à la progestérone (ER, PR)........... 9 

2.1.2. Le facteur de transcription GATA-3.................................................. 10 

2.1.3. Le récepteur HER-2........................................................................... 12 

2.1.4. Les facteurs de transcription p53 et BRCAl/2.................................. 12 

2.2. Classification moléculaire des tumeurs mammaires............................ 13 

2.2.1. Carcinomes mammaires de sous-type luminal A............................... 14 

2.2.2. Carcinomes mammaires de sous-type luminal B............................... 14 

2.2.3. Carcinomes mammaires de sous-type HER-2+................................. 15 

2.2.4. Carcinomes mammaires de sous-type basal....................................... 16 

2.2.5. Carcinomes mammaires de sous-type claudin-low............................ 17 

3. Les galectines. .. . . .. . . .. .. . . .. .. .. . . .. . . .. . . .. . . .. .. .. .. . . .. . . .. .. . . .. . . .. . . .. . . .. . . .. .. . . . . . . .. . . .. . . .. . . .. . . .. . 20 

3.1. Propriétés des galectines.. .. . . . . . . .. . . .. . .. . .. . . .. . . .. . . .. . . .. . . .. . . . .. . ... . .. .. . ... . ... . . .. . . .. 20 

3.2. Classification............................................................................ ............... 21 

iv 



3.3. Ligands des galectines.. .................. ...................................... ........ .......... 22 

3.4. Fonctions des galectines et leur implication dans le cancer............... 23 

3.5. Implication clinique des galectines..... .................................................. 26 

4. Galectine-7........................................................................................................ 27 

4.1. Sa découverte.......................................................................................... 27 

4.2. Sa spécificité d'expression..................................................................... 27 

4.3. Ses partenaires d'interaction............................................................... 28 

4.4. Ses fonctions............................................................................................ 29 

4.5. Son implication dans le cancer.............................................................. 31 

4.5.1. Effet anti-tumoral. ............ .................................... .............................. 31 

4.5.2. Effet pro-tumoral................................................................................ 31 

4.6. Régulation transcriptionnelle de galectine-7....................................... 34 

4.6.1. Comparaison avec d'autres galectines............................................... 34 

4.6.2. Mécanismes moléculaires de régulation de galectine-7.................... 35 

5. Facteurs de transcription potentiellement impliqués dans la régulation 

du promoteur degalectine-7................................................................................ 39 

5.1. Le facteur de transcription p53............................................................ 39 

5.1.1. Les membres de la famille p53 : p53, p63 et p73.............................. 39 

5.1.2. Mécanismes moléculaires d'action de p53........................................ 42 

5.1.3. Les mutants de p53............................................................................ 43 

5.2. Le facteur de transcription NF-KIL..................................................... 47 

5.2.1. Mécanismes moléculaires d'action de NF-KB................................... 47 

5.2.2. NF-KB dans le cancer du sein............................................................ 50 

5.2.3. L'interaction entre NF-KB et p53 dans l'activation des gènes cibles 

de NF-KB................................................................................................................ 51 

5.3. Le facteur de transcription C/EBPj3.................................................... 53 

5.3.1. Ses caractéristiques.............................................................................. 53 

5.3.2. C/EBPl3 dan!i le cancer du sein.......................................................... 55 

5.3.3. L'interaction entre NF-KB et CIEBPJ3 dans l'activation des gènes..... 56 

Mise en contexte du projet de thèse..................................................................... 58 

v 



Chapitre 2........ .... ...................................................... ........................................ 59 

Résumé................................................................................................................... 60 

Conclusions............................................................................................................ 76 

Chapitre 3.......................................................................................................... 77 

Résumé................................................................................................................... 78 

Conclusions............................................................................................................ l 0 1 

Discussion générale......................................................................................... 102 

l. Identification de mécanismes moléculaires régulant 1 'expression de 

galectine-7 dans le cancer du sein.......................................................................... 103 

2. Implication de ces résultats dans l'expression anormalement élevée de 

galectine-7 dans le cancer du sein.......................................................................... 1 08 

3. Implication de ces résultats dans l'expression spécifique de galectine-7 dans 

les cellules myoépithéliales.............. .... .................. .... .... .................................. ...... 109 

4. Implication de ces résultats sur la fonction de galectine-7 dans le cancer......... Ill 

5. Impact clinique de ces résultats dans le cancer.................................................. 112 

Conclusion générale....................................................................................... 114 

Annexes............................................................................................................... 117 

Références.......................................................................................................... 143 

VI 



LISTE DES FIGURES 

CHAPITRE 1 : REVUE DE LA LITTÉRATURE 

Figure 1. Structure de la glande mammaire......................................... ...................... 3 

Figure 2. Hiérarchie cellulaire dans l'épithélium mammaire et facteurs de 
transcription impliqués dans la différenciation des lignées................ ........................ 5 

Figure 3. Marqueur des cellules luminales et myoépithéliales mammaires............... 8 

Figure 4. La perte d'expression du facteur de transcription GATA-3 prédispose à 
l'initiation et à la dissémination tumorale. .. .................................. .............................. Il 

Figure 5. Modèle de la hiérarchie épithéliale mammaire humaine et les 
caractéristiques cliniques des différents sous-types de carcinomes mammaires........ 19 

Figure 6. Représentation schématique des différents membres de la famille des 22 
galectines ..... .... ........................................................... .................. .............................. . 

Figure 7. Expression tissulaire de galectine-7 dans l'épithélium normale................ . 28 

Figure 8. Statut de méthylation du promoteur humain de galectine-7 .. .. .. .... .... .... ... 36 

Figure 9. Représentation des différents sites consensus potentiels de fixation de 
facteurs de transcription sur le promoteur de ga/ectine-7 humain et murin............... 37 

Figure. 10. Représentation des différents domaines de la protéine p53..................... 40 

Figure 11. Mécanismes d'activation de p53 et de la régulation de ses gènes cibles.. 41 

Figure 12. Voie d'activation de NF-KIL............................................................. ..... . 49 

Figure 13. Modèle d'une interaction entre NF-KB et p53 de type sauvage ou 
muté............... ......................... ..................................................................................... 53 

Figure 14. Modèle d'attachement de C/EBP et NF-KB sur leurs sites adjacents sur 
le promoteur de 1'/L-8................................................................................................. 57 

CHAPITRE2 

Figure 1. Wild-type p53 induces galectin-7 expression in breast cancer cell... ........ . 

F • 2 D b' .. d 1 . 7 . . MCF 7psJwt agu re • oxoru tcm m uces ga ectm- expresston m - ...................... .. 

Figure 3. Mutant p53 induces ga/ectin-7 expression in breast cancer celllines ...... .. 

Figure 4. Doxorubicin induces ga/ectin-7 expression in MDA-MB-231 pSJRI7SH ...... . 

Figure 5. Correlation between galectin-7 expression and NF-KB activity ................ . 

Figure 6. Binding ofNF-KB and p53 on the endogenous ga/ectin-7 promoter ........ . 

Figure 7. Galectin-7 expression is dependent ofNF-KB signaling pathway ............ . 

Figure 8. p53 induces galectin-7 expression via NF-KB .......................................... .. 

Figure 9. Ga/ectin-7 expression induced by wild-type p53 required NF-KB ............ . 

Figure 10. Ga/ectin-7 expression induced by p53R175H mutant is inhibited by 
CAPE ........................................................ .................................................................. . 

63 

64 

64 

65 

65 

66 

66 

67 

67 

68 

vii 



Figure 81. Intracellular localization of galectin-7 in MCF-7 cells treated with 
doxorubicin................................................................................................................. 71 

Figure 82. c-rel in duces ga/ectin-7 expression.......................................................... 72 

Figure 83. The effect ofparthenolide and CAPE on NF-KB activity........................ 73 

Figure 84. Galectin-7 and p53 protein levels in breast cancer celllines and HaCaT 
cells............................................................................................................................. 74 

Figure 85................................................................. ............................. 75 

CHAPITRE3 

Figure 1. CIEBPJ3-2 induces ga/ectin-7 mRNA levels in various breast cancer cell 
lines............................................................................................................................. 93 

Figure 2. Prote in expression of galectin-7 in breast cancer celllines... .. .. . . . ... . ... . . .. . . . 94 

Figure 3. CIEBPJ3 consensus binding site in ga/ectin-7 promoter............................. 95 

Figure 4. Correlation between expression of galectin-7 and C/EBPJ3 in epithelial 
tissues.......................................................................................................................... 96 

Figure 5. High CIEBPJ3 expression predicts poor outcome in human breast cancer. 97 

Figure 81. Overexpression ofC/EBPJ3-2 enhanced migration ofMCF-7 cells line.. 98 

Figure 82. Overexpression of galectin-7 enhanced migration of MCF-7 cells line... 99 

Figure 83. Binding ofC/EBPJ3 and NF-KB on ga/ectin-7 promoter..................... 100 

Figure 15. Modèle d'activation transcriptionnelle du promoteur ga/ectine-7 par 
C/EBPJ3-2 durant la progression tumorale................................................... 101 

CONCLUSION GÉNÉRALE 

Figure 16. Modèle de régulation du promoteur ga/ectine-7 parp53, NF-KB et 
CIEBPJ3 dans les cellules épithéliales mammaires normales et dans le cancer du 
sein.............................................................................................................................. 116 

viii 



LISTE DES TABLEAUX 

REVUE DE LA LITTERATURE 

Tableau 1. Exemples des fonctions de certaines galectines................................. 25 

LISTE DES ANNEXES 

Annexe A. Potentials directions for drug development against galectine-7 in 

cancer..................................................................................................................... 118 

Annexe B. A distinctive role for galectin-7 in cancer........................................... 129 

ix 



LISTE DES ABBRÉVIATIONS 

ARNm Acide ribonucléique messager 

ADN Acide déoxyribonucléique 

ADNe Acide déoxyribonucléique complémentaire 

5-aza-dC 5-aza-2 'deoxycytidine 

Bcl-2 B-cel//ymphoma-2 

BSA Bovine serum albumin 

CAPE Ca.ffeic acid phenety/ ester 

CD Cluster of différentiation 

C/EBP CCAA Tlenhancer binding prote in 

ChiP Immunoprécipitation de la chromatine 

CLDN Claudine 

CK Cytokératine 

CRD Domaine de reconnaissance des carbohydrates 

CTRL Contrôle 

DAPI 4' ,6' -diamino-2-phénylindole 

DBD DNA binding domain 

DMBA 7,12-Diméthylbenz(a)anthracène 

Do x Doxorubicine 

dsODN Double stranded oligodeoxynucleotide 

OTT Dithiothreitole 

EDTA Acide éthylène diamine tétraacétique 

EGCG Epigallocatechin-3-gallate 

EGFR Epidermal growth factor receptor 

ELISA Enzyme-/inked immunosorbent assay 

EMSA Electrophoretic mobility shift assay 

EMT Transition épithélio-mésenchymateuse 

ER Récepteur à l'œstrogène 

ESCC Esophageal squamous cell carcinoma 

FCS F etal calf serum 

FGF Fibrobalast growth factor 

Gal Ga lectine 

x 



GAPDH 

GOF 

HER2 

HGF 

HNSCC 

IARC 

IL 

IP 

kDa 

Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase 

Gain de fonction oncogénique 

Hu man epidermal growth factor receptor-2 

hepatocyte growth factor 

Head and neck squarnous cell carcinoma 

Agence Internationale pour la Recherche sur le Cancer 

Interleukine 

Immunoprécipitation 

Kilodalton 

LAPI, LAP2 Liver-enriched transcriptional activator protein 1 and 2 

LIP Liver-enriched transcriptional inhibitory protein 

LGAL Galectine 

Ma SC 

MDM2 

MEC 

MMP 

MMTV 

mM 

ml 

mt 

ND 

NF-KB 

pb 

PBA 

PBS 

PCR 

PR 

PRLR 

RE 

RNA 

RT-PCR 

sec 
SCID 

SEM 

Cellule souche mammaire 

Mouse double minute 2 homolog 

Matrice extracellulaire 

Métalloprotéinase de la matrice 

Mouse mammary tumor virus 

millimolaire 

millilitre 

mutant 

Non déterminé 

Nuc/ear factor kappa-B 

paire de bases 

Acide phenylboronique 

Phosphate bu.ffered saline 

Réaction en chaîne par polymérase 

Récepteur à la progestérone 

Récepteur à la prolactine 

Élément de réponse 

Ribonuc/eic acid 

Reverse transcription po/ymerase chain reaction 

Carcinome à cellules squameuses 

Severe combined immunodeficiency 

Standard err or of the mean 

xi 



siRNA Small interfering ribonuc/eic acid 

Spl Protéine spécifique 1 

TOLU Terminal Ductal Lobular Unit 

TGF Transforming growth factor 

TIMPs Tissue inhibitors of metalloproteinases 

TMA Tissue microarrays 

TN Triple negatif 

TNF-~ Tumor Necrosis Factor a 

TSS transcriptiona/ start site 

J!M micromolaire 

J.lg microgramme 

J.ll micro litre 

UVB Ultraviolet B 

xii 



CONTRIBUTION DES AUTEURS 

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

la majorité des expériences et rédigé avec l'aide du Dr Yves St-Pierre les manuscrits décrits 

dans les chapitres 2 et 3 et dans les annexes. J'ai aussi participé à l'écriture de certaines partie 

des annexes A et B (partage équitable entre les différents auteurs). 

Dans le chapitre 2, j'ai effectué la majorité des expériences. Marilyne Labrie a 

effectué les expériences de siRNA p53 présentées dans la figure 2B et 4C. Geneviève Lavoie 

a réalisé les expériences présentées dans la figure 8C et D. 

Dans le chapitre 3, j'ai effectué la majorité des expériences. Andrée-Anne Grosset 

(dans le laboratoire du Dr Louis Gaboury) a réalisé les micromatrices tissulaires de la glande 

mammaire normale et des carcinomes mammaires présentées dans la figure 6. 

xiii 





CHAPITRE 1 

REVUE DE LA LITTÉRATURE 
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1. La glande mammaire 

1.1. Structure 

La glande mammaire est un organe complexe. Elle est constamment remodelée dû à 

l'influence des hormones au cours de la puberté, la grossesse, la lactation et l'involution, et 

son développement n'est complété qu'à l'âge adulte. Soutenu par un stroma fibro-adipeux, un 

réseau de canaux lactifères, de lobules, d'alvéoles et d'unités lobuloalvéolaires terminales 

(TOLU, tenninal ductal lobu/ar unit) est responsable de la fonction principale de cet organe 

(Figure lA). 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 Iuminal, 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 à travers le réseau de canaux et de lobules de la glande mammaire (Figure lB). Plusieurs 

études suggèrent que dans ce compartiment basal, il résiderait une autre population de cellules 

composée de cellules souches et pro génitrices qui serait à 1 'origine de la différenciation et du 

renouvellement de l'épithélium mammaire [4, 5]. 

C'est en tentant de déterminer l'origine des tumeurs mammaires qu'il a été découvert 

que l'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 l'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 l'hétérogénéité des tumeurs mammaires. Les cellules 

souches mammaires vont donner naissance à des progéniteurs multipotents. A partir de ceux­

ci, plusieurs types cellulaires peuvent se développer selon 1 '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 l'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, l'identification de niches de cellules souches dans Je compartiment épithélial 

mammaire est une étape clé dans la compréhension du fonctionnement complexe de la glande 

mammaire, mais aussi de l'initiation de Ja tumorogenèse. 

A 

B 

Épithélium 
mammaire 

•. 

Côtes 

Muscle 

Lobe 
1 1 
Alvéoles Lobule 

\'\. • ~~ / Canallobulaire 
~;. ~ .. ·' ~ :.::11' .. 
'!~ .. '#J ... - -

.. ·-~~ .J.~~- / Canal lactifère 

Tissu adipeux 
-.6;/ TDLU 

Tissus conjonctif, 
stroma 

·~ 

Mammelon 

Ouverture 
des canaux 

stroma les 
(fibroblastes) 

Lumière de 
l'alvéole 

Cellules 
myoépithéliales Cellules 

luminales 

Unité ducto-lobulaire terminale (I'DLU) 

Figure 1. Structure de la glande mammaire. (A) Représentation des différents 
compartiments et des structures canalaires et lobulaires qui forment la glande mammaire 
adulte. (8) Organisation des TOLU et des principaux sous-types cellulaires qui les forment 
(adaptée de [6]). 
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1.2.1. Les niches de cellules souches mammaires { MaSC) 

La glande mammaire est un organe unique qui subit des événements successif.o; de 

remodelage et de différenciation. Les changements hormonaux induisent la proliferation de 

l'épithélium mammaire ainsi que le développement de ramifications des canaux galactophores 

pendant la b'TOsscsse. Basée sur ces observations, l'existence de cellules souches épithéliales 

mammaires capables de s'autorenouveler, de proliférer et de donner naissance à un épithélium 

mature a été proposée, mais l'identité et les caractéristiques moléculaires de ces cellules 

restent encore indéfinies. Certains marqueurs de surface des MaSC humaines ont pu être 

caractérisé comme CD49f1
i, EpCAM-110 (molécule d'adhésion cellulaire épithéliale), CD24- et 

CDI33- (prominine 1) [2, 7]. Basée sur ces études de marquage, il a été découvert que les 

MaSC existaient à la fois dans le compartiment luminal et myoépithélial [8, 9]. En isolant des 

fractions de MaSC grâce 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 même, des modèles de 

souris transgéniques basés sur l'activité des MaSC par l'expression de la luciférase ont révélé 

des cellules exprimant la luciférase à la fois dans le compartiment basal et myoépithélial [ 1 0]. 

Plusieurs études suggèrent que les MaSC pourraient être à 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 l'adhésion cellulaire. Ces molécules jouent 

un rôle essentiel dans la glande mammaire au niveau de la maintenance de la population de 

cellules souches, mais aussi dans le contrôle des lignées basales et luminales. Une 

dérégulation de l'expression d'une ou plusieurs de ces molécules d'adhésion au cours de la 

progression tumorale pourrait être un événement favorable à l'initiation et/ou la progression 

tumorale [2, 11]. 

D'une part, cette niche de cellules souches mammaires est nécessaire à la maintenance 

de l'homéostasie de la glande mammaire. D'autre part, elle est essentielle au développement 

de cet organe puisqu'elle est à l'origine de l'épithélium mature, soit de la lignée luminale et 

myoépithéliale. 
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Figure 2. Hiérarchie cellulaire dans l'épithélium mammaire et facteurs de transcription 
impliqués dans la différenciation des lignée..~. 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 contrôle 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 l'objet de nombreuses études du fait qu'il est génémlement 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 lB). Grâce au développement 

des techniques d'analyses, de plus en plus de marqueurs moléculaires qui camctérisent ces 

cellules ont été identifiés. Par exemple, Jones et ses collabomteurs ont analysé par micropuces 

à ADN l'expression des gènes sur des échantillons de cellules luminales et myoépithéliales 

provenant de mammoplasties [12]. Cette étude a permis d'identifier une liste de gènes 

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

5 



Parmi ceux exprimés spécifiquement dans les cellules luminales, on retrouve le gène 

CLDN4 qui code pour la claudine 4, une protéine impliquée dans les jonctions serrées, le gène 

codant pour la molécule d'adhésion CD24 el le gène LGALS3 codant pour la galectine-3. 

Cette dernière protéine est un des membres de la grande famille des galectines qui font l'objet 

de nos recherches au laboratoire. La glycoprotéine mucine 1 (codée par le gène MUC-1) est 

aussi spécifiquement exprimée à la surface de ces cellules. Elle a pour fonction principale de 

protéger l'épithélium mammaire des infections grâce à leurs domaines extracellulaires 

fortement glycosylés. Les cellules épithéliales mammaires expriment aussi des marqueurs 

caractéristiques de l'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, Elf5, 

C!EBPJ3 et ld2, dont l'expression est essentielle pour spécifier la différenciation de cette 

lignée lors des différents cycles hormonaux (Figure 2) [5]. 

Ce qui distingue les cellules luminales des autres cellules de l'épithélium mammaire 

est leur capacité à exprimer les récepteurs aux hotmones œstrogènes (ER), à la progestérone 

(PR) et à la prolactine (PRLR) [14]. Suite à 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 lumière 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 lB). 

D'ailleurs, les cellules myoépithéliales sont aussi appelées cellules basales puisque ce terme 

réfère à la population de cellules adjacentes à 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 mêmes caractéristiques que les 

cellules musculaires lisses. Grâce à un réseau important d'actine et de myosine dans le 

cytoplasme de ces cellules, elles peuvent se contracter en réponse à l'ocytocine et permettre 

l'éjection du lait à 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 gènes fortement exprimés dans ce type 

cellulaire, on retrouve le gène ga/ectine-7 (LGALS7). D'autres marqueurs sont identifiés 
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comme les cytokératines CKS/6, CK14 et CK17, la protéine d'attachement au calcium 

S 1 OOA2, la maspine codée par le gène suppresseur de tumeur SERPINB5, 1 'ostéonectine 

(SPARC, secreted protein acidic and rich in c,ysteine) impliquée dans plusieurs processus 

comme les interactions avec la MEC, l'angiogenèse, et la migration cellulaire [12, 13, 16]. Le 

facteur de transcription ~Np63 a aussi été identifié comme un marqueur nucléaire des cellules 

myoépithéliales mammaires car il permet à la fois la différenciation et la maintenance de ces 

cellules (Figure 2) [ 17]. La fonction de ces différents marqueurs suggère d'ailleurs que les 

cellules myoépithéliales n'ont pas pour seule fonction de se contracter lors de la lactation. En 

fait, leur rôle a été au départ très sous-estimé. 

Récemment, les chercheurs ont porté une attention particulière aux cellules 

myoépithéliales, car en plus de leur localisation stratégique entre les cellules luminales et la 

membrane basale, elles auraient plusieurs rôles clés dans la régulation et la morphogénèse de 

la glande mammaire [3]. Les cellules myoépithéliales fonctionneraient comme les gardiens de 

l'intégrité du tissu mammaire enjouant un rôle pivot dans le développement et la maintenance 

de la polarité du tissu mammaire [16, 18, 19]. Étant 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 l'intégrité de l'épithélium mammaire et du système complexe des 

interactions cellules-cellules et cellules-matrice [3]. La localisation des cellules 

myoépithéliales entre le compartiment luminal et le stroma suggère 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, l'invasion et l'angiogenèse des 

cellules tumorales [3]. En effet, les cellules myoépithéliales forment une barrière naturelle 

entre la couche de cellules luminales et le stroma, ce qui prévient l'invasion de cellules 

tumorales. Elles expriment de façon constitutive de hauts niveaux d'inhibiteurs de protéases 

incluant les inhibiteurs des métalloprotéinases de la matrice (TIMPs, tissue inhibitors of 

metal/oproteinases) pour diminuer l'invasion tumorale, mais aussi des inhibiteurs de 

l'angiogenèse comme la protéase nexine-II et l'antitrypsine. L'habileté des cellules 

myoépithéliales à inhiber la progression des cellules tumorales viendrait surtout du fait 

qu'elles expriment des gènes suppresseurs de tumeur comme maspine (SerpinB5), TP63 

(tumor protein 63), TP73 (tumor protein 73) et WT-1 (Wilms Tumour 1) [20, 21]. 
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L'épithélium mammaue 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 l'origine et la complexité des tumeurs de la glande mammaire. 

Gftu• r a·ott>ill 1\Innant>m s lmnhuml> 1\Ina·tiiiE'lii'S m~-o~pitbt'linus 
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741497_CILCN2 Lipocalin2 
263278_AISPARC Osteonecbn 

' 214997 A/COLlAI Collagen, type 1, alpha 1 
~ t 418137=AISLCIA5 Solute carrier family 1 member 5 

153925 _BIPRSS8 Prostasin 
298509_AICOLIAI Collagen,lype 1, alpha 1 
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Figure 3. Marqueurs des cellules luminales et myoépitbélilales mammaires. Liste des 33 
gènes 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 gène est surexprimé. À l'inverse, plus les barres horizontales 
se prolongent vers la gauche, plus ce gène est régulé à la baisse (adaptée de [12]). 
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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 à une expansion et à une sélection clonale. Suivant l'origine cellulaire de ces 

événements, les tumeurs mammaires humaines peuvent présenter des phénotypes hétérogènes 

compliquant le diagnostic et le traitement de celles-ci. Basés sur ce paradigme, plusieurs 

chercheurs ont tenté d'identifier des signatures spécifiques de gènes dont l'altération de 

l'expression pourrait être responsable de l'initiation de la tumorogenèse. 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 à partir de l'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 

l'expression de gènes à l'aide de micropuces à ADN à partir d'échantillons prélevés sur 

différents types de carcinomes mammaires de grade plus ou moins élevé. À partir des données 

obtenues, d'autres groupes ont confirmé ou continué à caractériser le profil moléculaire des 

tumeurs mammaires, notamment par l'utilisation de micropuces tissulaires [23-27]. Ces 

différentes études ont permis d'identifier des patrons d'expression protéique distincts dont la 

diversité reflète la nature hétérogène 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 œstrogènes et à la progestérone (ER, PR) 

La découverte du rôle critique des hormones ovariennes dans la survie du cancer du 

sein s'est faite à la fin du 19ème siècle lorsque Beaton a guéri des patientes atteintes d'un 

cancer du sein avancé en procédant à une ovariectomie [28]. Au niveau de l'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 sévères anomalies au niveau du développement des canaux sont détectées et 

la formation des alvéoles durant la grossesse est complètement absente [29, 30]. 

Seulement 15 à 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 façon 

surprenante, ce ne sont pas majoritairement les cellules ER 1 /PR 1 qui se divisent suite à une 

stimulation hormonale. L'action répressive constante du facteur de croissance TGFf3, sécrété 

de manière autocrine par les cellules ER 1 /PR 1, inhibe leur prolifération. Par contre, les 

cellules épithéliales ER 1/PR 1 stimulent la prolifération des cellules EK/PR- avoisinantes par 

la sécrétion paracrine de facteurs comme l'amphiréguline, IGF-11 (insulin-like growth factor) 

et RANKL (receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand) [32]. Il 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 1/PR 1, possiblement 

à travers la régulation à la baisse du facteur TGFf3 [33, 34]. 

Des études récentes ont attribué un nouveau rôle de la progestérone dans le contrôle 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 où la progestérone atteignait les 

niveaux les plus forts [35]. La progestérone activait les récepteurs PR des cellules luminales 

ER 1 /PR 1, stimulant ainsi la production de RANKL. Ce dernier 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 incontrôlée des cellules souches pourrait alors mener au 

développement d'une tumeur mammaire hétérogène [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 très 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 à partir des 

cellules progénitrices GATA-3 négatives (Figure 2). La délétion de GATA-3 dans 

l'épithélium mammaire adulte révèle de sérieuses anomalies, comme la perte de marqueurs de 

différenciation luminale, une diminution de l'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 à l'initiation de la tumorogenèse 
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[38]. En utilisant des modèles murins MMTV-Neu, l'équipe de Zena Werb a démontré que la 

transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) associée à 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 à des tumeurs mammaires de haut grade (III), faiblement 

différenciées et présentant une invasion des nodules lymphoïdes. À l'inverse, une forte 

expression de GATA-3 est associée à des tumeurs de bas grade (1), bien différenciées et ayant 

un meilleur pronostic [39, 40]. 

Glande mammaire Adénome Carcinome Carcinome avancé 
normale 

0 - -
Biomargueurs : 
Caséine ++ ++ 
ER ++ +++ ++ +/-
WAP + + 
Cellules différenciées ++++ +++ + 
Cellules souches + ++ +++ ++++ 
GATA-3 + + +/-

Cellule épithéliale • 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 à 
l'initiation et à la dissémination tumorale. La transition d'un stade d'adénome GATA-3-
positif vers un stade de carcinome précoce GATA-3-négatif pourrait être responsable de 
l'initiation de la conversion maligne et de la dissémination tumorale. (ER: récepteur à 
l'œstrogène, W AP: Whey acidic protein) (adaptée de [38]). 
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2.1.3. Le récepteur HER-2 

L'expression du gène ErbB-2 (Avian erythroblastosis oncogene B-2) codant pour le 

récepteur HER2 (Human epidermal growth factor receptor-2) est aussi très impliquée dans 

les tumeurs mammaires. En effet, 10 à 30% des tumeurs surexpriment ce gène suite à 

l'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 contrôle 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 l'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 l'activation incontrôlée de gènes associés à la 

prolifération cellulaire, la migration, l'invasion, l'angiogenèse et la survie cellulaire [41]. 

Cette caractéristique unique de HER-2 fait en sorte que les carcinomes mammaires associés à 

la surexpression anormale du gène ErbB-2 sont plus agressifs (de haut grade) et ont un 

mauvais pronostic [45-47]. 

2.1.4. Les facteurs de transcription p53 et BRCAl/2 

D'autres marqueurs clés sont les suppresseurs de tumeur p53 et BRCAl/2 (Breast 

cancer 1 and 2) dont le rôle est de maintenir l'intégrité génomique et de prévenir la 

prolifération incontrôlée des cellules. Les protéines BRCAl/2 sont impliquées dans plusieurs 

processus comme la réparation des dommages à l'ADN, l'ubiquitination, la régulation 

transcriptionnelle et le remodelage de la chromatine [48]. Le facteur de transcription p53 est 

un gardien majeur de l'intégrité du génome. Lors d'un stress cellulaire, comme un dommage à 

l'ADN, p53 est activé menant à la transcription d'un grand nombre de gènes impliqués dans 

l'arrêt du cycle cellulaire et l'apoptose [49, 50]. 
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Des mutations dans les gènes BRCAJ/2 et TP53 sont les altérations les plus 

communément détectées dans les cancers du sein héréditaires et la perte de la fonction 

oncosuppressive de l'un de ces facteurs de transcription est un élément déterminant dans 

l'initiation de la tumorogenèse [51, 52]. Compte tenu de leurs propriétés similaires, BRCAI et 

p53 peuvent interagir fonctionnellement pour réguler leur expression et la transcription de 

leurs gènes cibles [53-55]. L'altération génétique de l'un ou l'autre de ces facteurs de 

transcription a donc une conséquence dramatique pour l'activation des gènes pro-apoptotiques 

[56]. Lorsque les mécanismes de réparation des dommages à l'ADN sont altérés, l'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 mène alors à la croissance rapide d'une tumeur mammaire, l'invasion 

locale et la formation précoce de métastases. 

La mutation des gènes BRCAJ/2 et p53 est associée à des carcinomes mammaires de 

haut grade ayant un mauvais pronostic [52, 58-60]. Des indications suggèrent que du fait des 

nombreuses activités oncogéniques des mutants p53, les mutations du gène TP53 pourraient 

être utilisées comme un marqueur de prédiction ou de pronostic du cancer du sein [61]. De 

même, le dépistage des mutations du gène BRCAI/2 est utilisé pour évaluer les risques de 

cancer du sein et de l'ovaire chez certaines patientes [51]. 

L'identification de ces signatures moléculaires dans les tumeurs mammaires a permis 

de classer de façon 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 l'expression des gènes évoluent, de nouvelles classifications 

sont susceptibles d'être 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 à 60% des cas [26, 65]. Leur nom provient du fait que ces carcinomes ont un profù 

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 SB). Seulement 12 à 15% des carcinomes de sous-type luminal A 

présentent des mutations dans le gène suppresseur de tumeur TP53 [22, 26, 65]. 

Ces carcinomes sont généralement de petites tailles, présentant un phénotype bien à 

moyennement différencié. Il s'agit le plus souvent de carcinomes mammaires lobulaires in 

situ, c'est-à-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. 

Étant donné que ces carcinomes mammaires expriment les récepteurs ER et/ou PR, un 

traitement par hormonothérapie peut être utilisé chez les patientes présentant ce sous-type de 

carcinomes. Des agents anti-oestrogéniques, dont le tamoxifène à l'origine développé comme 

agent contraceptif, sont aujourd'hui couramment utilisés chez les patientes non ménopausées 

comme première ligne de traitement pour ce type de cancer du sein [ 66, 67). Ce traitement 

mène à la régression d'environ 30% des cancers du sein. Chez les patientes ménopausées, le 

traitement de ce sous-type est principalement basé sur l'utilisation d'inhibiteurs de 

l'aromatase. Cette classe de médicaments inhibe l'activité de l'aromatase, une enzyme 

essentielle à la conversion des hormones stéroïdiennes en œstrogènes [65, 68]. 

2.2.2. Carcinomes mammaires de sous-type luminal B 

Ils représentent 10 à 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 exprinent les cytokératines CK8 et CK18 [65]. Plusieurs 

différences ont été identifiées entre les deux sous-types A et B concernant l'expression des 

gènes, la méthylation de 1 '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 gène TP53 sont aussi plus fréquemment observées dans ce sous-type. Une 

expression élevée de plusieurs gènes liés à prolifération cellulaire, comme MK167, CCNBJ, 

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 
1

, 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 lymphoïdes 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+IHER-2- dans 72% des cas; EK1HER-2+ 

dans 1% des cas; Figure SB [62]), un traitement par hormonothérapie et/ou utilisant un 

anticorps qui cible HER-2 (le Traztuzumab) peut être envisagée [69]. Cependant, bien que ce 

sous-type de carcinomes exprime dans la majorité des cas ER, peu de gènes régulés par les 

œstrogènes semblent être exprimés. Ces carcinomes utiliseraient une voie alternative aux 

œstrogènes pour proliférer [69]. C'est pourquoi les patientes atteintes de ce type de 

carcinomes ne répondraient pas aussi efficacement aux traitements hormonaux et à la 

chimiothérapie. De plus, des cellules tumorales résiduelles hautement prolifératives seraient 

responsables de la récurrence du cancer. Étant donné la faible réponse des patientes à 

l'hormonothérapie pour ce sous-type luminal-B, de nouvelles cibles thérapeutiques sont en 

cours d'étude. Les voies de signalisation du facteur de croissance à l'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 à 20 % des cas. Il s'agit de carcinomes faiblement 

différenciés dont les cellules tumorales surexpriment le récepteur HER-2 à leur surface à 

cause d'une amplification anormale du gène 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 gènes liés à 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 SB). 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 gène TP53 dans environ 75% des cas [26]. 

Les carcinomes mammaires HER-2+ correspondent le plus souvent à des tumeurs de 

haut grade présentant une croissance rapide avec invasion des nodules lymphoïdes 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 à la surface des cellules tumorales [74]. Plus récemment, un nouvel agent, le 

Lapatinib, a été 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 à 20% des cas de cancer du sein. Ils expriment des 

gènes caractéristiques des cellules myoépithéliales/basales et des cellules souches mammaires 

(Figure SA). 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 même, les cytokératines CK5/6 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 gènes caractéristiques des cellules épithéliales 

luminales mammaires (Figure 58) [77]. La majorité de ces carcinomes présentent aussi des 

mutations fréquentes du gène TP53 (85%) et BRCA1 [22, 26, 65]. L'analyse du profil 

d'expression des gènes dans ces carcinomes a permis d'identifier de nombreux gènes qui 

contribuent au phénotype agressif de ce sous-type. Le portrait moléculaire de ces carcinomes 

suggère qu'elles auraient pour origine les cellules souches ou progénitrices (Figure SA) [77]. 

Ces carcinomes sont de grade élevé ayant un très mauvais pronostic dû à une 

croissance rapide. En effet, ils peuvent se développer très 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 être associés à un très mauvais 

pronostic [79, 80]. 

Étant donné que ces carcinomes n'expriment pas les récepteurs ER, PR et HER-2, la 

majorité des patientes ne peuvent pas être 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 être 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 gènes BRCAJ et TP53. En effet, l'inhibition de PARP-1, 

un facteur clé dans la réparation d'une cassure de l'ADN, entraîne une accumulation de ces 

cassures ce qui favorise l'apoptose des cellules tumorales [81]. 

Les carcinomes mammaires de sous-type basal sont aussi communément définis 

comme « triples négatifs (EK/PKIHER-2-) ». Cependant, seulement 40 à 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 être 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 caractère basal des carcinomes. Récemment, 

l'ensemble des carcinomes de sous-type basal et le plus souvent triple négatifs ont été associé 

à un nouveau sous-type de carcinomes mammaires: le sous-type C/audin-low [62]. 

2.2.S. 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 gènes de prolifération comme Ki67 ainsi que des 

marqueurs luminaux comme les kératines 18 et 19, HER-2, ER, PR et GATA-3 (Figure SB) 

[88]. Environ 61 à 71% des carcinomes mammaires de sous-type C/audin-/ow sont triple 

négatifs (EK, PK, HER-2-) et inversement 25 à 39% des carcinomes triples négatifs 

présentent des caractéristiques du sous-type Claudin-low [88]. Parmi les gènes 

significativement régulés à 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, 

kruppël-like factor 2), dans la migration cellulaire (integrine a.5) et dans l'angiogénèse 

(VEGF) [88, 89]. Ce sous-type Claudin-low est aussi significativement enrichi en facteurs 

associés aux cellules souches et mésenchymateuses comme ceux impliqués dans l'EMT et les 

facteurs de transcription qui répriment la E-cadhérine : SNAII et 2, SNAI2, TWISTI et 2, 

ZEBl 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 SA) (87]. 
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Les carcmomes de sous-type Claudin-/ow sont généralement de grade élevé, peu 

différenciés et présentant souvent une infiltration massive des cellules du système 

immunitaire [64, 90]. 

Étant donné que le sous-type C/audin-low présente une forte expression de marqueurs 

de I'EMT et de facteurs associés aux cellules souches, ces carcinomes peuvent présenter une 

résistance thérapeutique et un potentiel métastatique plus élevé [88]. En effet, l'expression des 

propriétés migratoires et invasives par les cellules tumorales épithéliales est associée à une 

perte des caractéristiques épithéliales (perte de la cohésion intercellulaire) et à l'acquisition de 

caractéristiques mésenchymateuses (mobilité, remodelage de la MEC, invasion) [91, 92]. Les 

cellules tumorales épithéliales qui expriment des hauts niveaux de marqueurs de 1 'EMT sont 

donc plus susceptibles à envahir de nouveaux tissus et à former des métastases [93]. Un 

enrichissement de cellules tumorales mammaires persistantes présentant les caractéristiques 

de ce sous-type a été observé après un traitement chimiothérapeutique conventionnel [94]. Le 

sous-type Claudin-low a aussi été associé à 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 hétérogène en terme d'histologie, de réponse 

thérapeutique, de patron de dissémination des cellules tumorales à des sites distants et du 

pronostic de survie du patient. L'analyse globale de l'expression des gènes à l'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 l'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, à cause de leur 

nature clinique agressive, leur très mauvais pronostic de survie et leur pathogenèse 

moléculaire peu caractérisée. C'est pourquoi l'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 S. Modèle 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 l'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 l'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 l'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 être considérée comme une caractéristique des cellules 

cancéreuses. La glycosylation est un processus cellulaire qui permet l'ajout de structures 

oligosaccharidiques sur des protéines et lipides menant à la formation de glycoprotéines et 

glycolipides [98]. Les molécules capables de reconnaître 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, requièrent du calcium pour l'interaction. Les lectines 

de type-S, ou galectines, sont indépendantes du calcium, mais requièrent un thiol [99]. Le 

terme de galectine a été introduit en 1994 [100]. À ce jour, 15 galectines ont été identifiées 

chez les mammifères [ 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 

mutagenèse dirigée [103]. Cette structure constitue le critère majeur d'appartenance à 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 très 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 

même face d'un ligand. 

Sécrétion atypique 

Contrairement aux autres lectines, les galectines possèdent des caractéristiques propres 

aux protéines cytoplasmiques. En effet, leurs ARNm ne codent pas de peptide signal et ne 

possèdent 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 où 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 l'on considère 

qu'il serait problématique de faire voisiner les galectines et leurs ligands glycoprotéiques dans 

le même compartiment cellulaire. 

3.2. Classification 

Selon le nombre et l'organisation de leurs domaines CRD, les galectines sont 

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

Type simple 

Les galectines de type simple, aussi appelées dimère homogène ou prototype, sont 

constituées d'un seul CRD. Elles ont une forme globulaire compacte due à deux feuillets f3 

superposés contenant chacun cinq à six chaines d'acides aminés antiparallèles [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 

monomère avec un seul CRD, mais aussi sous forme de dimères avec deux CRD [ 111, 112]. 

Dans ce cas-ci, les deux sites de liaison aux deux extrémités du dimère rendent les galectines 

aptes à former des pontages entre les structures glucidiques. Les feuillets f3 de la région 

d'interface du dimère établissent entre eux des liaisons hydrogènes créant des feuillets f3 

continus de 10 à 12 brins antiparallèles, et donc une structure très stable. Dans ce groupe on 

retrouve la majorité des galectines soit: galectine-1, 2, 5, 7, 10, Il, 13, 14 et 15 (Figure 6) 

[104, 113]. 

Type double ou en tandem répété 

Dans ce sous-type, les galectines possèdent deux CRD séparés par une chaine 

polypeptidique d'environ 70 acides aminés. La structure primaire des deux CRD diffère 

partiellement permettant de fixer des f3-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 à 36 kDa. Ces galectines ont une forme plus 

allongée ce qui leur permet de se lier à 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 chimère 

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 très différents 

d'où sa dénomination de« chimère» [104, 110]. Elle possède 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 meta//oproteinase-2 and 9) [ 115]. Lorsque galectine-3 

s'attache à un ligand, sa conformation change et peut alors s'oligomériser et former des 

pentamères (Figure 6) [104, 113]. 

Prototype ou type simple Type en tandem répété 

Gal-l, Gal-2, Gal-5, Gal-7, 
Gal-IO,Gal-11, Gal-13, 

Gal-14et Gal-15 

Ligand bivalent 

Gal-4, Gal-6, Gal-8, Gal-9 
etGal-12 

Ligand trivalent 

Type chimère 

~* t{ri~ 
Gal-3 

Ligand tétravalent 
1 

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 chimère. B. Représentation des différents types d'oligomères (ou «treillis») que 
peuvent former les galectines suite à 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 0-glycans [104, 116, 117]. Plus ces glucides présentent des 

unités multiples (poly-LacNac) sur les glycoprotéines, plus l'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 légère 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 à 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 à la surface de la cellule (Figure 68) [ 113, 121]. En plus des 

structures glucidiques à la surface cellulaire, les galectines peuvent aussi reconnaître des 

ligands saccharidiques présents sur les microorganismes [ 122]. Plusieurs études démontrent la 

contribution des galectines à la reconnaissance des pathogènes et à leur participation dans 

l'immunité innée [113]. Les galectines peuvent aussi fixer d'autres structures/protéines à 

l'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 à la fois extra et 

intracellulaires, ainsi qu'à des processus pathologiques comme certaines maladies et cancers 

[104, 113, 116, 121, 122, 128, 129]. Depuis les dix dernières 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 même 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 même galectine peut à la fois inhiber ou favoriser l'adhésion [99, 106]. En effet, les 

galectines peuvent, d'un côté, présenter des propriétés adhésives lorsqu'elles agissent comme 

des ligands dans la reconnaissance de récepteurs à la surface cellulaire. D'un autre côté, 

lorsque les galectines sont solubles dans le milieu, elles peuvent bloquer l'accès aux 

récepteurs et présenter ainsi des propriétés antiadhésives. Les galectines peuvent reconnaître 

par l'intermédiaire de leur CRD les intégrines à 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 collagène 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 l'apoptose. 

Certaines galectines semblent être pro-apoptotiques tandis que d'autres semblent être anti­

apoptotiques [113, 143]. Elles peuvent même 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 'à présent. 

Dans le cytosol, Galectine-3 protègerait de l'apoptose tandis que dans le noyau, elle serait 

pro-apoptotique [145]. Elle peut exercer ses fonctions anti-apoptotiques en se fixant à des 

régulateurs clés de l'apoptose comme la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (B-ce/1 /ymphoma-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 à sa 

fonction anti-apoptotique. Pour galectine-3, ce motif est très conservé dans toutes les espèces 

et il serait nécessaire à l'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]. 

Étant 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 

l'initiation, la transformation, l'invasion, l'angiogenèse et la métastasie [148]. Certaines 

galectines peuvent induire un phénotype transformé [149-151 ], comme galectine-1 et 3 en 

interragissant avec l'oncogène Ras [123, 124]. Elles peuvent aussi intervenir sur la croissance 

des cellules tumorales [99, 107, 152]. Étant donné que les galectines peuvent être exprimées 

par les cellules du système immunitaire et inflammatoire et réguler leurs fonctions [113, 128], 

il est suggéré qu'elles pourraient aider les cellules tumorales à s'échapper du système 

immunitaire [153, 154]. Il est bien documenté que la perte d'adhésion entre les cellules 

corrèle avec l'invasion tumorale et la métastasie. La sécrétion de galectines par les cellules 

tumorales et l'attachement de ces lectines sur des glycoprotéines à la surface de ces cellules 

pourraient donc faciliter leur détachement de la MEC. À l'inverse, la sécrétion de galectines 

pourrait aussi permettre la formation de pont entre les cellules tumorales et les cellules 

endothéliales facilitant alors l'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 

• Contribue à l'épissage de I'ARNm [158-160]. 

• Inhibe l'adhésion des lymphocytes T à la MEC' [ 133]. 
• Induit la migration des cellules dendritiques [137]. 

• Inhibe la migration transendothéliale des lymphocytes Tet des éosinophiles [ 138]. 

Gal-l 
• Influence la prolifération des cellules souches neuronales [ 161, 162]. 
• Inhibe la sécrétion de cytokines [133]. 

• Contribue à l'activation des macrophages [163] et des lymphocytes 8 [164]. 

• Permet l'adhésion de cellules tumorales à la MEC [ 134, 135]. 
• Inhibe l'activation des lymphocytes T, induit leur arrêt de croissance et l'apoptose [ 142, 165, 166]. 

• Participe à l'initiation de la transformation cellulaire [123]. 

Gal-2 • Induit la sécrétion de lymphotoxine-a par les macrophages [ 167]. 

•Induit l'apoptose des lymphocytes T [168]. 

• Accélère la réépithélialisation des blessures [169, 170]. 

• Contribue à l'épissage de I'ARNm [158, 171]. 
• Favorise l'adhésion et l'agrégation cellulaire [119]. 

• Contribue au recrutement de monocytes, neutrophiles et éosinophiles au site inflammatoire [ 140]. 
• Induit la prolifération des lymphocytes T activés [172]. 

• Induit l'activation de cellules inflammatoires [173]. 

• Induit sécrétion de cytokines et de chemokine [174, 175]. 
Gal-3 • Favorise la phagocytose par les macrophages [176]. 

• Induit l'apoptose (Gal-3 extracellulaire; [147, 177, 178]) ou inhibe l'apoptose (Gal-3 intracellulaire; [141, 

179]) de lymphocytes T. 

• Participe à l'initiation de la transformation cellulaire [124, 147-149]. 

• Favorise [136] ou inhibe [129] l'adhésion de carcinomes mammaires humains à la MEC. 

• Induit la migration des cellules endothéliales et participe à la néo-angiogénèse tumorale [ 180, 181 ]. 

• Favorise la prolifération de cellules tumorales [135, 144, 148, 149]. 

Gal-4 • Stimule sécrétion d'JL-6 par les lymphocytes T CD4 [182]. 

• Accélère la réépithélialisation des blessures [169, 170] en induisant la migration des kératinocytes [183]. 

• Induit l'apoptose des kératinocytes [184] et de lignées cellulaires tumorales [185]. 

• Protège de l'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]. 

Gal-7 •Inhibe la croissance cellulaire de lignées cellulaires du cancer du colon [192] et de neuroblastome (193]. 
• Inhibe la néo-angiogénèse [192]. 

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

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

•Induit l'adhésion des neutrophiles à la MEC [131]. 
Gal-8 • Diminue la migration de cellules tumorales [201, 202]. 

• Diminue l'endocytose du récepteur à l'insuline [203]. 

• Induit la maturation des cellules dendritiques [204]. 
Gal-9 • Induit l'apoptose des lymphocytes Th1 [205, 206]. 

• Intervient dans le transport du glucose (207]. 

Gal-10 • Intervient dans la fonction des lymphocytes T régulateurs [208]. 

• Induit l'apoptose des adipocytes [209]. 
Gal-12 •Intervient dans la différenciation des adipocytes [21 0]. 

• 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 être exploitées comme des agents thérapeutiques pour le 

traitement de certaines maladies et cancers [107, 212]. La majorité des études traitant de 

l'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 l'activité des galectines [215-217]. D'autres ont fait 

appel à l'utilisation de ligands naturels des galectines. Par exemple, le polysaccharide GCS-

100 permet d'inhiber la protéine galectine-3, induisant l'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 être 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'être une cible thérapeutique, les galectines pourraient aussi servir de 

biomarqueurs de cancers spécifiques [ 146, 2 1 2, 222, 223]. Par exemple, galectine-3 pourrait 

être 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 à grandes cellules B (DLBCL), comparé 

aux lymphocytes normaux [226]. 

Les galectines pourraient aussi être utilisées indirectement pour contrôler l'efficacité 

de certains traitements. Par exemple, étant donné que galectine-3 peut être clivée par MMP-2 

et 9 [115], elle pourrait être utilisée comme marqueur pour contrôler l'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 première 

fois galectine-7 [228]. Son équipe cherchait une protéine dont les niveaux d'expression étaient 

différemment réb'lllés entre les kératinocytes et les cellules cancéreuses de la peau, et qui 

jouait un rôle dans la maintenance du phénotype normal. En comparant les niveaux protéiques 

de kératinocytes normaux et transformés par SV40 (Kl4) sur un gel d'électrophorèse en deux 

dimensions, Madsen a identifié une protéine correspondant à IEF17 qui était fortement 

régulée à la baisse dans les cellules Kl4. 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 été nommée galectine-7. 

4.2. Sa spécificité d'expression 

Une analyse de l'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 

1' épiderme, galectine-7 est abondamment exprimée dans la couche basale, dans la couche 

supra-basale et très concentrée dans les sites de contact cellules-cellules. Son expression 

semble rester constante à 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 l'expression est spécifique aux couches basales ou supra-basales (231]. 

L'expression de galectine-7 est unique dans l'épiderme et aucun autre marqueur ne présente 

cette distribution dans toutes les couches. Parmi la famille des galectines, c'est aussi la seule 

qui possède une expression aussi spécifique. Son expression coïncide avec le premier signe 

visible de stratification de l'épiderme lors du développement épithélial [232]. C'est pourquoi 

galectine-7 est considérée comme un marqueur des épithéliums stratifiés, indépendamment de 

l'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 l'épiderme, de l'utérus, de la gaine externe de la racine des follicules pileux, 

de l'œsophage, de la trachée, de la langue, de la cornée et des corpuscules de Hassal du 

thymus (Figure 7) [230, 233]. 
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Figure 7. Expression tissulaire de galectine-7 dans l'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 à onze fois plus faible. Rondanino et ses collaborateurs ont démontré 

que galectine-7 pouvait se lier aux intégrines p 1 à la surface des cellules MDCK (Madin­

Darby canine Kidney) (234]. Cette liaison peut être complètement inhibée en présence de 

lactose, suggérant qu'elle serait dépendante du CRD. Les auteurs suggèrent que galectine-7 

serait ciblée spécifiquement au niveau des cils à la surface des cellules rénales et jouerait un 

rôle clé dans la stabilisation des glycoconjugués responsables de l'intégrité de la fonction des 

cils et de la réparation de blessures de l'épithélium [234]. 

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

collaborateurs ont observé que la galectine-7 pouvait s'associer avec Smad3 phosphorylé suite 
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à une stimulation avec de l'HGF (hepatocyte growth .factor) [191]. Ils ont découvert qu'en 

réponse à l'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 à 

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]. À 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 être indépendante du CRD, car 

l'ajout de lactose n'interfère pas dans la liaison de ces deux protéines. Les auteurs de cette 

étude suggèrent que galectine-7 pourrait inhiber Bcl-2 en interagissant avec elle à la 

mitochondrie et que cette interaction serait abolie suite à un stress génotoxique, menant à 

l'activation de l'apoptose. Le site de liaison impliqué dans cette interaction reste inconnu. 

4.4. Ses fonctions 

Des études ont révélé que galectine-7 était retrouvée à la fois au niveau intracellulaire, 

dans cytoplasme et le noyau, mais aussi sécrétée dans le milieu extracellulaire [ 195], ce qui 

suggère qu'elle est impliquée dans de multiples processus biologiques (Tableau 1). 

En utilisant comme modèle la cornée, Cao et ses collaborateurs ont démontré un rôle 

de galectine-7 dans la réépithélialisation des blessures [ 169, 170]. La régulation à la hausse de 

l'expression de galectine-7 dans l'épithélium de la cornée blessée permettait d'accélérer la 

réépithélialisation. Des souris génétiquement déficientes en galectine-7 (Gal-T1
) ont permis 

de révéler que cette protéine contrôlait 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, où elle jouait un rôle dans la migration des 

kératinocytes. 

La majorité des études ont d'abord identifié galectine-7 comme étant pro-apoptotique. 

La première étude à ce sujet a été faite dans des cellules du cancer du colon DLD-1 

surexprimant le gène codant pour le facteur de transcription pro-apoptotique p53 [235]. Sur 

7002 gènes analysés, galectine-7 était un des quatorze gènes dont l'expression était induite 

précocement suite à l'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 PIG 1 (p53-

induced gene-1). Une autre étude a démontré que les niveaux de galectine-7 étaient fortement 

augmentés dans des kératinocytes en apoptose suite à une irradiation aux ultraviolets d'un 

échantillon de peau humaine [184]. Dans cette étude, en parallèle à l'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 à l'irradiation de lignées cellulaires génétiquement déficientes en p53 

ou exprimant des formes mutées de p53 [ 184]. Ces données suggèrent que la surexpression de 

galectine-7 observée dans les kératinocytes humains en apoptose serait dépendante de la 

présence de p53 et que ce facteur de transcription pourrait contrôler la transcription de 

galectine-7. Kuwabara et ses collaborateurs ont aussi montré que l'expression ectopique de 

galectine-7 dans des lignées cellulaires HeLa et DLD-1 rendaient ces cellules plus sensibles à 

l'apoptose sous différentes conditions dont l'irradiation aux UVB, des traitements à 

l'actinomycine D, à l'étoposide, au camptothecine ou à une combinaison de TNFa. et de 

cycloheximide [185]. Comme galectine-7 était retrouvée dans le noyau et le cytoplasme de 

ces transfectants, les auteurs ont suggéré que l'effet pro-apoptotique de galectine-7 n'était pas 

dépendante de sa fixation sur des glycoconjugués à la surface des cellules [185]. En fait, ils 

ont proposé que galectine-7 assumait ses fonctions pro-apoptotiques à l'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 (Epiga/locatechin-3-ga/late) présentait une résistance à l'apoptose 

lorsque galectine-7 était surexprimée comparativement aux cellules témoins [ 186]. Dans un 

modèle de lymphomes murins, il a été suggéré que l'association de galectine-7 à la 

progression tumorale était en partie due à 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 à 1 'apoptose plus aiguë et prolongée 

lorsque l'épiderme de ces souris était irradié aux UVB [183]. Il 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 l'ont démontré particulièrement dans des modèles de rejet de 

greffes où Galectine-7 jouerait un rôle dans l'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 être à 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 

l'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 côlon 

DLD-1 transplantées dans des souris immunodéficientes [ 1 92]. Une faible activité caspase-3 

dans ces tumeurs révèle que cette inhibition de la prolifération n'est pas liée à une 

augmentation de l'apoptose. L'expression ectopique de galectine-7 dans les DLD-1 inhibe 

aussi la néo-angiogenèse 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 GMI à la surface des cellules de 

neuroblastomes est un ligand de galectine-7. L'expression de GMI est un facteur clé pour le 

passage de l'état prolifératif vers l'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 à un facteur anti-tumoral, une grande 

majorité d'études l'identifie aussi comme un facteur pro-tumoral. 

4.5.2. Effet pro·tumoral 

Dans le cancer de la thyroïde 

Une étude de l'expression de galectine-7 dans une série de lésions de la thyroïde a 

révélé qu'elle était régulée à la baisse dans des adénomes microfolliculaires comparativement 

aux carcinomes papillaires de la thyroïde où galectine-7 était régulée à la hausse [194]. Cette 

étude a suggéré un double rôle de galectine-7 dans les différents stades du développement de 

ce cancer. En fait, les auteurs ont révélé qu'étant donné le rôle pro-apoptotique de galectine-7, 

la régulation à la baisse de cette lectine dans les adénomes permettait aux cellules tumorales 

de s'échapper de l'apoptose à ce stade. Puis, au cours de la progression du stade d'adénomes 

vers le stade de carcinomes, la surexpression de galectine-7 avait un rôle pro-tumoral et était 

liée à la progression vers un phénotype malin. En fait, les variations dans l'expression de 

galectine-7 suggèrent qu'elle pourrait être un bon marqueur dans le diagnostic des différentes 

lésions de la thyroïde. 
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Carcinomes à cellules squamem;;es (SCC) 

Galectine-7 est surexprimée dans les SCC de la cavité buccale comparativement à 

l'épithélium buccal normal [236]. Des niveaux élevés de galectine-7 sont associés à un taux 

de récurrence précoce et à un mauvais pronostic chez les patients atteints de sec 
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 à cellules squameuses de la tête 

et du cou (HNSCC), un marquage immunohistochimique de galectine-7 a révélé une forte 

expression de cette protéine [ 196]. Cette même équipe a démontré que l'initiation de la 

tumorogenèse dans ce type de cancer était associée à une localisation nucléaire de galectine-7. 

Dans les stades plus avancés de carcinomes, galectine-7 était à 1 'inverse cytoplasmique. Cette 

localisation était complètement 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 l'œsophage (ESCC) [197]. 

L'expression de galectine-7 était fortement augmentée dans les tissus des ESCC comparé aux 

tissus sains. 

Dans le lymphome 

En comparant les transcriptomes d'une lignée cellulaire de lymphomes non­

agressifs/non-métastatiques (164T2) et celui d'un variant hautement agressifi'métastatique 

(164T2Sll) obtenu par de multiples passages in vivo, Moisan et ses collaborateurs ont 

identifié plusieurs gènes dont l'expression était modulée [199]. Parmi ces gènes, ils ont 

remarqué que le gène codant pour galectine-7 était fortement régulé à 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 à elle seule induire la présence de lymphomes périphériques dans 

des souris déficientes en ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1), normalement 

résistantes à la formation de métastases. Cette capacité accrue à former des métastases 

corrèlait avec l'expression de MMP-9, une protéase extracellulaire associée à l'invasion 

tissulaire et à un mauvais pronostic dans le lymphome non Hodgkinien [237, 238]. À 

l'inverse, l'inhibition complète 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 lymphoïdes et augmentait la survie des souris comparativement aux témoins [200]. 

De même, l'inhibition de galectine-7 dans les cellules de lymphomes agressifs corrélait avec 

une diminution de l'expression du gène MMP-9 et de l'infiltration des cellules tumorales aux 

organes périphériques [200]. Ces résultats chez la souris corroborent avec les niveaux 

d'expression élevés de ga/ectine-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 l'ovaire 

Une étude récente indique que la galectine-7 pourrait aussi avoir un rôle pro-tumoral 

dans le cancer de l'ovaire. Les auteurs de cette étude ont observé une régulation à la hausse de 

l'expression de galectine-7 dans plusieurs échantillons de carcinomes ovariens [239]. Ils ont 

également déterminé que des niveaux élevés de galectine-7 étaient associés à des tumeurs plus 

volumineuses, à un taux de mortalité élevé, et à un mauvais pronostic de survie. Une 

inhibition de galectine-7 par des siRNA dans une lignée cellulaire de cancer de l'ovaire 

diminuait de façon significative la prolifération de ces cellules. Ces données soulèvent 

1 'hypothèse 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 

l'analyse de transcriptomes entre des cellules normales myoépithéliales et luminales. Ces 

données avaient identifié galectine-7 comme étant le gène le plus exprimé parmi quarante­

deux gènes 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 première 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 1 'expression de galectine-7 sur des micromatrices tissulaires fabriquées à partir de 

biopsies de patients atteints de différents carcinomes mammaires [ 186]. Les résultats ont 

révélé que l'expression de galectine-7 était sévèrement 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[I 86]. 

Ces données appuient ceux de Perou chez l'humain (22]. À partir de l'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 

ga/ectine-7 étaient retrouvés spécifiquement dans les carcinomes de sous-type basal connus 

pow- 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 même que l'utilisation d'inhibiteurs qui 

cibleraient spécifiquement cette lectine, pourrait donc être envisagée. Dans ce cas, 

l'identification des mécanismes moléculaires qui régulent l'expression de ga/ectine-7 est 

essentielle afin de mieux développer des stratégies d'inhibition. 

4.6. Régulation transcriptionnelle de galectine-7 

De façon générale, peu d'articles traitent des mécanismes de régulation des galectines. 

Les mécanismes moléculaires qui régulent ga/ectine-7 sont relativement peu connus. 

Seulement les promoteurs des ga/ectine-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 l'ATG, à -339/+141 pb pour ga/ectin-3 [244] et -63/+45 pour 

ga/ectin-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 ga/ectine-1 [247]. Des traitements au TNFa. ou 

la surexpression de p65 sont capables d'induire l'expression de galectine-1. II existe même 

une boucle de régulation négative entre galectine-1 et NF-KB [248]. Galectine-1 empêche la 

dégradation d'IkBa. induite par TNFa., inhibant l'activation de NF-KB. De même, la protéine 

nucling associée à l'apoptose qui interfère avec l'activation de NF-KB, en bloquant la 

translocation nucléaire de p65, inhibe l'expression de galectine-3 [249]. Ga/ectine-3 est aussi 

un gène cible du facteur de transcription p53 (250]. En effet, le deuxième intron de ce gène 
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possède un site consensus pour p53. Ce site module à la baisse l'activité du promoteur 

ga/ectine-3 lorsque p53 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 thyroïde 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 thyroïde. 

Plusieurs dinucléotides CpG sont distribués le long des promoteurs et séquences 

codantes des gènes codant pour les galectines [244]. Certains CpG sont même fortement 

présents au niveau de la région proximale du promoteur comme dans le cas des gènes codant 

pour galectine-1, 3 et 8. La méthylation peut donc jouer un rôle clé dans la modulation de 

l'expression de certaines galectines. Par exemple, l'agent déméthylant 5-aza-CdR (5-aza-2'­

deoxycytidin) est capable de réactiver la transcription de ga/ectine-1 dans plusieurs modèles 

cellulaires [252-254]. 

4.6.2. Mécanismes moléculaires de régulation dega/ectine-7 

Les mécanismes de régulation transcriptionnelle de ga/ectine-7 sont relativement peu 

connus. L'étude de Polyak a démontré que galectine-7 était un des quatorze gènes dont 

l'expression était induite rapidement suite à la surexpression du gène TP53 dans des cellules 

du cancer du côlon [235]. Aucune étude n'a cependant clairement confirmé l'implication 

directe du facteur de transcription p53 dans la régulation transcriptionnelle de ga/ectine-7. 

D'autres données ont suggéré qu'il y avait un élément de réponse à l'acide rétinoïque 

sur le promoteur de ga/ectine-7. En effet, des cultures de kératinocytes qui ont été mises en 

présence d'acide rétinoïque pendant 24h et 48h montraient une diminution importante (5-10 

fois) de l' ARNm de ga/ectine-7 après 24h [229]. 

Demers et ses collaborateurs ont aussi observé une induction de l'expression en 

ARNm de ga/ectine-7 dans des lignées cellulaires de lymphome traitées avec l'inhibiteur de la 

méthyltransférase de l'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 

l'ADN dans plusieurs lignées cellulaires sont disponibles. C'est le cas du promoteur humain 

de ga/ectine-7 (de -1500 à +1 pb) dans les kératinocytes primaires, les cellules 

myoépithéliales, luminales et souches de la glande mammaire. Le promoteur de ga/ectine-7 

semble être méthylé dans la région située à environ -150 pb de 1 'A TG 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 l'expression de 
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galectine-7 dans ce type de cellules n'ait jamais été déterminée. À l'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'à partir de -500 pb de l'A TG 

environ. II serait donc possible que la méthylation puisse jouer un rôle dans la régulation 

transcriptionnelle de ga/ectine-7 et que les éléments cis-régulateurs si tués dans la région de + 1 

à -500 pb soient essentiels à l'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 à -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 à 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 à ADN a identifié des gènes induits par Ras dans des fibroblastes 

embryonnaires murins (MEF/Ras +/+) [257]. Parmi ces gènes induits par Ras, un groupe de 25 

gènes ont été identifiés comme clairement dépendant de p65 et/ou de c-Rel. Galectine-7 a été 

identifiée parmi ces 25 gènes 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 (TFsearch; 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-KB, CIEBP, MZFl, Spl, AP-l 
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et p53 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 être fortement conservés 

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

D'après ces données de la littérature, des hypothèses concernant certains mécanismes 

moléculaires de régulation de galectine-7 peuvent être proposées. Parmi les facteurs de 

transcription les plus susceptibles d'être 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 gène 

induit par p53 et a été fortement associée à l'apoptose dans différents modèles 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 très 

fortement associé à la promotion de la tumorogenèse mammaire, un cancer où 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 

l'apoptose [203]. Or, plusieurs études révèlent que les mutants p53 sont associés à la 

résistance à l'apoptose [257]. 

ii). Le facteur de transcription NF-KB. D'une part, plusieurs sites consensus pour le 

facteur de transcription NF-KB 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 gènes dont 

l'expression était dépendante de p65 et/ou c-Rel [255]. Une activation aberrante de NF-KB a 

été détectée dans la lignée cellulaire de kératinocytes HaCaT où galectine-7 est fortement 

exprimée [258]. De façon 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 où 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 ga/ectine-1 et 3 [248, 249]. 

iii). Le facteur de transcription C/EBP(3. Plusieurs sites pour ce facteur sont très 

conservés entre le promoteur murin et humain de ga/ectine-7. Il a été démontré une inhibition 

de l'expression en ARNm de ga/ectine-7 lorsque des kératinocytes étaient traités à l'acide 

rétinoïque [230]. Or, plusieurs études ont observé que l'acide rétinoïque pouvait inhiber 

l'expression de gènes cible de C/EBPJ3 en interférant directement avec la voie d'activation de 

ce facteur [261, 262]. En fait, l'attachement de C/EBPJ3 sur son site consensus sur l'ADN des 

promoteurs cibles diminuerait en présence d'acide rétinoïque [263]. La régulation à la baisse 

de l'expression de galectine-7 dans les kératinocytes traités à l'acide rétinoïque pourrait donc 

être une conséquence de l'inhibition de l'attachement du facteur C/EBPJ3 sur le promoteur de 

ga/ectine-7. De plus, C/EBPJ3 est très impliqué dans la régulation du développement de la 

glande mammaire, en particulier l'isoforme C/EBPf3-2 [264, 265]. Cette isoforme est associée 

à la transformation maligne des cellules épithéliales mammaires [266]. 
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5. Facteurs de transcription potentiellement impliqués dans la régulation du promoteur 

de ga/ectine-7 

5.1. Le facteur de transcription p53 

Dans les années 1980, p53 a été au départ identifiée comme une protéine reliée à la 

tmnsformation tumorale puisque les toutes premières études montmient que p53 était 

surexprimée dans les cellules tumorales humaines et murines [269, 270]. Dix ans plus tard, les 

chercheurs découvmient qu'en réalité les propriétés oncogéniques de la protéine p53 

résultaient de nombreuses mutations au niveau de la séquence du gène. Ces mutations seront 

responsables du paradigme connu aujourd'hui comme étant le« gain de fonction oncogénique 

(GOF) de p53 » [271]. C'est à partir des années 1990 que p53 fut reconnue comme« un 

gardien majeur de l'intégrité du génome» [50]. Les conséquences biologiques de son 

activation incluent la régulation du cycle cellulaire, l'induction de l'apoptose, le 

développement, la différenciation, l'amplification des gènes, la recombinaison de l'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 à 

p53. Ces protéines ont des fonctions redondantes au niveau de certains processus cellulaires 

comme l'arrêt du cycle cellulaire et l'apoptose [274]. 

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

Les trois membres de la famille p53 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 à l'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 suggère que ces trois facteurs pourraient lier les mêmes 

séquences d'ADN et activer des promoteurs communs [274]. De même, la forte conservation 

du domaine d'oligomérisation de ces protéines suggère qu'elles pourmient former aussi bien 

des hétéro-oligomères que des homo-oligomères. Cependant, il a été démontré que chaque 

membre de cette famille tendrait à former majoritairement des homo-oligomères [275, 276]. 

Bien que p53 de type sauvage ne co-immunoprécipite pas avec p73, il a été observé que des 

mutants de p53 (Rl75H et R248H) pouvaient interagir avec p73 et inactiver ses fonctions de 

transactivation [275]. Les facteurs p63 et p73 peuvent reconnaître et s'attacher au site 

consensus de p53 et ainsi activer des gènes cibles de p53 comme p21, bax, mdm2, GADD45, 
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etc. [274]. Cependant, ces gènes 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 à p63, 

l'expression et les fonctions de p73 seraient moins bien définies. La protéine p73 joue 

principalement un rôle 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 L\Np63. Le facteur L\Np63 est un 

régulateur essentiel du développement de la glande mammaire [3, 280]. Dans la glande 

mammaire adulte, l'expression de L\Np63 est restreinte aux cellules myoépithéliales, c'est 

pourquoi ce facteur a été identifié comme un marqueur nucléaire de ces cellules [17]. 

Cependant, l'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 gène TP53 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 gènes cibles. Un 
stress cellulaire (1) va en premier lieu activer différents médiateurs (2) qui à 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 tétramère sur ses éléments de réponse (RE) sur les promoteurs 
(6). Des histones désacétylases HDAC2 peuvent inhiber la liaison de p53 à l'ADN (5). Le 
facteur p53 recrute différents cofacteurs sur le promoteur des gènes cibles (7) pour activer 
leur transcription (8). p53 peut activer de nombreux gènes codant pour des protéines (9) 
impliquées dans différents processus cellulaires comme la réparation de l'ADN, l'arrêt du 
cycle cellulaire ou l'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 à une variété de signaux de stress (ex. : des 

dommages à l'ADN, l'hypoxie, l'activation d'oncogènes ... ) (Figure 11). Ces signaux sont 

détectés par différentes protéines qui transmettent l'information soit directement à la protéine 

p53, soit à son régulateur négatif MDM2 (Mouse double minute 2 homolog). MDM2 est une 

Iigase d'ubiquitine qui bloque directement l'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. Après un signal de stress, MDM2 s'auto-polyubiquitine, induisant sa 

dégradation et augmentant ainsi la stabilité de p53 qui passe de quelques minutes à quelques 

heures. D'autres médiateurs de la réponse au stress agissent à travers la modification de la 

protéine p53 et non par MDM2. Dans les deux cas, une stabilisation de la protéine p53 induit 

l'activation de gènes impliqués dans de multiples fonctions cellulaires, dont l'arrêt du cycle 

cellulaire, la sénescence, la différenciation, l'apoptose et l'autophagie [285]. 

Dans certaines circonstances, p53 contribue à la réparation des dommages 

génotoxiques. Dans la majorité des cas, l'activation de p53 mène à une inhibition irréversible 

de la croissance cellulaire et à l'activation de l'apoptose. Comme il a été démontré que la 

transcription de MDM2 était activée par p53, la durée de la réponse de p53 est rapidement 

régulée et réprimée par MDM2 [286]. 

Bien que p53 a été à l'origine caractérisé seulement comme un co-activateur 

transcriptionnel, aujourd'hui les fonctions de p53 tendent à 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 à une séquence d'ADN spécifique sur les promoteurs 

de ses gènes cibles. 

Ses éléments de réponse sur les promoteurs cibles 

Suite à son activation, p53 est stabilisée et transloque au noyau où elle s'attache 

comme un tétramère à son élément de réponse (RE) sur les promoteurs des gènes cibles [290, 

291]. Le RE de p53 dans le génome est composé de deux copies d'un motif pour permettre la 

fixation du tétramère. Ce motif se présente sous la forme d'un premier demi-site : 5'­

RRRCWWGYYY -3' suivi d'un espace composé d'environ 0 à 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 l'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 p53 sur ce promoteur [283]. 

Bien que les RE de p53 tendent à se retrouver dans les régions non-codantes des 

gènes, ils peuvent être localisés pratiquement n'importe où sur le locus du gène cible [283]. 

Ils sont plus communément retrouvés dans les promoteurs à une distance variable en amont 

du site d'initiation de la transcription (TSS, transcriptional start site). Ils sont souvent 

localisés très proche du TSS, dans les 300 premières paires de bases, mais aussi dans les 

introns et quelques fois dans les exons. En général, le potentiel de transactivation des RE tend 

à diminuer à mesure qu'ils s'éloignent en distance du TSS [283]. Lorsque p53 reconnaît et se 

fixe sur son RE, elle peut recruter les facteurs de transcription généraux TAF (TATA-binding 

protein-associated.factors) pour induire la transcription. p53 peut aussi recruter des histones 

acétyl-transférases comme CBP, p300 et PCAF sur les promoteurs des gènes cibles, ce qui 

augmente leur transcription [283]. 

Les acides aminés qui sont impliqués dans l'interface entre le site consensus sur 

l'ADN et le DBD de p53 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 à son RE [294-296]. Il a cependant été 

démontré dans la littérature que des mutants de p53 ayant une altération au niveau de l'un de 

ces acides aminés avaient tout de même été associés à l'activation transcriptionnelle de 

certains gènes [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 être activé par les 

mutants p53. MDM2 ne peut donc pas contrôler 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 p53 en deux 

grandes catégories: (a) les mutants déficients dans leur contact avec l'ADN (mutations 

situées au cœur 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: Rl75H, 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 après 

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 l'activité de la protéine 

sauvage, mais au contraire gagnent de nouvelles fonctions oncogéniques qui contribuent au 

développement et à la maintenance des tumeurs ainsi qu'à la résistance des traitements 

anticancéreux. Cependant, comment des mutants p53 qui présentent soit une altération dans 

leur DBD soit dans leur conformation peuvent-ils réguler la transcription des gènes ? 

Contrairement à certains gènes suppresseurs de tumeur, dont une mutation dans leur séquence 

résulte en générale en l'absence ou en l'expression de protéines tronquées, des mutations dans 

le gène TP53 génèrent des hauts niveaux de protéines mutées fonctionnelles [298]. Les 

mutants p53 peuvent agir comme des oncogènes à l'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 l'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 gènes, dont CD95, EGRJ et 

MSP [305-308]. L'interaction de ces mutants sur l'ADN a été observée dans des cellules non 

stimulées, impliquant que les mutants p53 étaient constitutivement fixés sur ces promoteurs. 

Plusieurs études dans différents modèles, 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 

p53. 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 gènes a été 

démontrée [31 0, 311]. 

Jusqu'à présent, les recherches pour identifier une séquence consensus spécifique à 

l'attachement de mutants p53 ont échoué et plusieurs hypothèses ont donc été proposées à 

propos de leur GOF [297, 298]. Ludes-Meyers et ses collaborateurs ont déterminé que le 
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promoteur de EGFR pouvait être activé à la fois par p53 de type sauvage et muté [312]. 

Cependant, alors que l'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 p53 pouvaient activer le promoteur EGFR après leur recrutement sur l'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 p53 pouvent interagir avec le facteur anti-apoptotique NF-KB [313, 

314]. Il a été observé que les promoteurs fixés par p53 Rl75H présentaient de nombreux sites 

consensus pour le facteur de transcription NF-KB [31 0]. De même, le site consensus pour le 

facteur p63 était principalement fixé par des mutants p53 dans des cellules de carcinomes du 

poumon Hl299 [315] et dans des kératinocytes HaCaT [316]. Ces données suggèrent que la 

coopération des mutants p53 avec d'autres facteurs de transcription comme NF-KB et p63 

pourrait être 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 p53 pouvaient fixer les facteurs 

de transcription p63 et p73 par leur DBD, inlùbant leurs fonctions anti-tumorales [317]. Il 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 tétramères 

mixés, les mutants p53 peuvent réduire les niveaux cellulaires de p53 de type sauvage [318, 

319]. Cependant, d'autres études ont suggéré que l'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 p53 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 l'événement génétique le plus 

communément détecté dans les cancers humains. La prévalence des mutations du gène TP53 

varie entre 0 et 60% selon les types de cancers humains et peut même atteindre 80% dans 

certains sous-types de carcinomes, comme dans le cas du cancer du sein [22, 322]. Les deux 

allèles du gène TP53 sont souvent perdus ou mutés. Il s'agit du second gène le plus 

fréquemment muté après le proto-oncogène PI3KCA (muté dans 26% des carcinomes 

mammaires) (COSMIC, ht1p://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmicD [52, 309]. 
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D'après les données tirées de COSMIC et de l'Agence Internationale pour la Recherche sur le 

Cancer (IARC, http://p53.iarc.fr) 70% des altérations de TP53 dans le cancer du sein sont des 

mutations non-sens [323]. 

Dans le but de mieux étudier les fonctions et l'implication de ces mutations dans la 

carcinogenèse du cancer du sein, Wasielewski et ses collaborateurs ont analysé la séquence 

codante complète du gène TP53 dans quarante et une lignées cellulaires du cancer du sein 

[324]. Grâce à l'utilisation de ces lignées cellulaires, les mutants p53 ont pu être associés à la 

survie des cellules cancéreuses mammaires [259]. En effet, l'inhibition des mutants p53 

endogènes 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 à 

l'apoptose à la fois spontanée et induite par des dommages à l'ADN dans d'autres modèles 

cellulaires épithéliaux mammaires [325]. Une association positive entre les mutants p53 et 

l'expression des protéines anti-apoptotique Survivine et Bcl-2 dans le cancer du sein a même 

été rapportée [326, 327]. 

Il a aussi été observé que les mutants p53 pouvaient favoriser la prolifération cellulaire 

de carcinomes mammaires [328], l'angiogenèse [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 à la surexpression de NF-td3 [333, 334]. Les mutants p53 

augmenteraient l'activité du facteur de transcription NF-td3 en réponse au TNFa. ce qui 

induirait l'expression des récepteurs et cytokines inflammatoires dans des cellules du cancer 

du sein [313]. 

Les mutations de TP53 ont plus fréquemment été observées dans les carcinomes 

mammaires de haut grade [335]. D'après les données tirées de l'étude de Perou et de Sorlie, le 

nombre d'altérations du gène TP53 est plus faible dans les carcinomes mammaires de sous­

type Iurninal A, bien différenciés, ER+ et PR+ [22, 26]. Par contre, les variants de p53 sont 

signifi.cativement plus fréquents dans les tumeurs mammaires de haut grade, volumineuses, de 

sous-type basal, EK, PK et HER-2+ et présentant des nodules lymphoïdes [336]. Une analyse 

génomique sur environ 2000 échantillons de carcinomes mammaires a d'ailleurs démontré 

que des mutants p53 étaient retrouvés dans 34% des sous-types basaux, 22% dans les HER-

2\ 13% dans les sous-types lurninaux B et 5% dans les sous-types lurninaux A [337]. Les 

mutations du gène TP53 pourraient être 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 

46 



certains mutants p53 [336). Parmi les mutations de p53 les plus fréquentes dans le cancer du 

sein, les altérations du codon 248 seraient associées à un pronostic de survie réduite alors que 

les mutations des codons 220 et 245 seraient liées à un meilleur pronostic [336]. Des 

différences ont même été observées au sein du même codon puisque la mutation R248W 

corrélait avec une mortalité significativement plus élevée comparativement à la mutation 

R248Q. 

Les mutants p53 sont donc impliqués dans des processus cellulaires clés menant à la 

progression tumorale et sont associés à 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 l'objet d'intenses investigations. L'interaction des mutants p53 

avec d'autres facteurs transcriptionnellement actifs comme NF-KB pourrait être un des 

mécanismes favorisant la survie des cellules tumorales [338]. 

5.2. Le facteur de transcription NF-KB 

5.2.1. Mécanismes moléculaires d'action de NF-KB 

Son activation 

Le facteur de transcription NF-KB joue un rôle critique dans l'inflammation, 

l'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 IKB (IK.Ka., 

IK.Kf3 et IK.Ke) (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-KB dépend donc de la 

dégradation au protéasome des IKB induites par leur phosphorylation. En réponse à une 

variété de stimuli comme l'interleukine-! (IL-l), le TNFa., le lipopolysaccharide (LPS), les 

UVB ou les irradiations y, la voie NF-KB est activée ce qui mène à la libération des 

complexes NF-KB et à une translocation nucléaire permettant la transcription de gène cibles. 

La majorité des voies de signalisation qui mènent à l'activation de NF-KB converge vers le 

complexe des kinases IKK (ltdJ kinase) qui sont responsables de la phosphorylation des IKB 

et sont essentielles à la transduction du signal de NF-KB. Une régulation additionnelle de 

l'activité NF-KB est complétée à travers des modifications post-traductionnelles des différents 

membres de cette famille [339). 
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Bien que l'activité de NF-KB soit inductible dans la majorité des cellules, une activité 

nucléaire constitutive de ce facteur peut être 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 très bien caractérisés comparativement aux mécanismes de régulation qui 

déterminent son inactivation. Le plus connu impliquerait la synthèse de nouvelles protéines 

IK:B activée par NF-KB [340]. Ces protéines inhibitrices, comme IkBa, pénètreraient dans le 

noyau, déplaceraient les facteurs NF-JCB fixés sur l'ADN et les relocaliseraient dans le 

cytoplasme. [341]. D'autres mécanismes inhibiteurs ont été identifiés qui affecteraient 

directement les protéines NF-KB fixées à l'ADN, comme les modifications post­

traductionnelles [342]. 

Les membres de la famille NF-KB 

La famille des facteurs de transcription NF-KB consiste en cinq protéines : p65 (ou 

RelA), RelB, c-Rel, p50 (ou NF-K:Bl) et p52 (ou NF-KB2). Chaque membre possède un 

domaine N-terminal d'homologie Rel (RHD) requis pour l'homo ou l'hétérodimérisation de 

ces protéines entre elles [343]. Par différentes combinaisons, les membres de cette famille 

peuvent former plus de quinze dimères. Cependant, l'existence physiologique et la relevance 

de ces multiples dimères n'ont pas été démontrées. L'hétérodimère p50/p65 représente 

clairement le dimère le plus abondamment retrouvé dans la majorité des types cellulaires 

[341]. RelB a seulement été retrouvée dans des complexes contenant p50 ou p52 [344, 345]. 

Les dimères de c-Rellp50 sont responsables de l'activité constitutive de NF-KB observée dans 

les cellules B matures [346, 347]. 

Les membres de la famille NF-KB sont classés en deux groupes selon leur potentiel de 

transactivation. (a) Les protéines qui possèdent 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 T AD pour être 

pleinement actif [348]. (b) Les protéines p50 et p52 ne contiennent pas de TAD. Elles sont 

synthétisées sous forme de larges précurseurs (p 1 05/p50 et p 1 00/52) 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 l'ubiquitination pour produire les facteurs de transcription p50 et p52 matures [339, 349]. 

Les homo ou hétérodimères de p50 et/ou p52 ont été reconnus comme des facteurs de 
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transcription répresseurs. N'ayant pas de TAO, ces deux protéines en se fixant sur les 

éléments de réponse à NF-KB présent sur l'ADN, compétitionnent avec les autres membres de 

cette famille transcriptionnellement actifs, réprimant les gènes cibles [339]. 

TNI'II I 
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Figure 12. Voie d'activation de NF-lCB. Dans les cellules non stimulées, les dimères de NF­
KB sont séquestrés au cytosol par les protéines inhibitrices IKB. À la suite d'un stimulus, les 
protéines IKB sont phosphorylées par le complexe de kinases IKK (IkB kinase) composé des 
kinases IKKa et IKKJ3 et de la sous-unité régulatrice IKKy (NEMO). Les protéines IKB 
phosphorylées sont dégradées au protéasome, libérant les dimères de NF-KB. Ceux-ci peuvent 
alors transloquer au noyau pour activer la transcription des gènes. La signalisation de NF-KB 
est toujours divisée en deux voies. La voie canonique (à gauche) est induite par les stimuli les 
plus communs de NF-KB, comme TNFa. La stimulation du récepteur au TNF (TNFRl) mène 
à l'attachement de TRADD qui permet le recrutement de FADD et TRAF2. Ce dernier 
s'associe avec RIPl pour activer le complexe IKK. IKBa est phosphorylé par IKKJ3 et NEMO 
résultant en la translocation nucléaire des dimères de NF-KB contenant majoritairement p65, 
p50 et/ou c-Rel. L'activité transcriptionnelle de NF-KB peut être aussi régulée par des 
modifications post-traductionnelles {PTM). Dans la voie non canonique (à droite), NF-KB est 
activé par certaines cytokines comme CD40L, BAFF et la lymphotoxine CD40L, BAFF et la 
lymphotoxine-J3 {LT-J3). Suite à cette stimulation, IKKa induit la phosphorylation de plOO 
associé à RelB qui mène à 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. L T -J3R, récepteur pour la lymphotoxine-J3 (tirée de [3 50]). 
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Ses éléments de réponse sur les promoteurs cibles 

Bien que le motif KB commun des dimères de NF-KB sur l'ADN est: 5'­

GGGGACTTTCC -3', certains dimères reconnaissent de façon plus spécifique d'autres motifs 

[351]. Par exemple, les complexes p50/p65 s'attachent avec plus d'affinité à la séquence 

consensus 5'- GGGRNNYYCC -3' tandis que les dimères p65/c-Rel préfèrent 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 

l'ADN (environ 1.4xl04 dans le génome humain), ce qui explique que la reconnaissance 

spécifique de certains sites par NF-KB est une étape clé pour le choix des gènes transcrits 

suite à un stimulus particulier [339]. Des modifications de la chromatine sont aussi requises 

pour permettre l'accès des complexes NF-KB à leurs motifs KB sur l'ADN [354, 355]. 

Bien que l'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-KB dans le cancer du sein 

NF-KB joue un rôle 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 rôle clé dans le maintien de l'architecture épithéliale normale durant le 

développement des canaux en favorisant la prolifération épithéliale [357]. Dans le cancer du 

sein, une activité constitutive de NF-KB a été impliquée dans la survie, 1 'invasion et la 

métastasie des cellules cancéreuses [358, 359]. Des tumeurs de rats induites chimiquement 

par le carcinogène DMBA ont montré des niveaux élevés d'activité de NF-KB, et plus 

particulièrement de c-Rel [360]. En ciblant spécifiquement l'expression de c-Rel dans la 

glande mammaire par l'utilisation 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 suggèrent que l'activation de NF-KB jouerait un 

rôle crucial dans les étapes précoces dans ce modèle de carcinogenèse mammaire [365]. Les 

complexes de NF-KB les plus fréquemment observés dans les cellules cancéreuses 

mammaires sont des hétérodimères 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 l'activité basale de NF-KB dans trente-cinq lignées 

cellulaires de carcinomes mammaires [261 ]. Ils ont observé que la majorité des cellules ayant 

une activité constitutive de NF-KB élevée étaient de sous-type basal, EK, PK et HER-2·. 

L'inhibition de l'activité de NF-KB dans ces lignées de sous-type basal diminuait 

significativement leur prolifération. De même, la progression d'une lignée cellulaire de 

carcinome mammaire de rat d'un statut ER' vers un statut EK 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 EK. 

L'activation constitutive de NF-KB dans le cancer du sein serait aussi associée à la 

présence des mutants p53. En effet, l'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 l'activation 

de gènes associés à la survie des cellules cancéreuses qui présentaient pourtant des dommages 

dans leur ADN [338]. De façon plus surprenante, différentes données suggèrent que c'est la 

présence du facteur de transcription p53 transcriptionnellement actif qui détermine l'habilité 

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

5.2.3. Interaction entre NF-KB et p53 dans l'activation des gènes cibles de NF-KB 

La relation entre NF-KB et p53 joue un rôle crucial dans la réponse aux dommages à 

1 'ADN et peut avoir des conséquences profondes dans les mécanismes menant au cancer. 

Bien que p53 et NF-KB soient des facteurs de transcription qui régulent deux processus 

cellulaires complètement opposés, ils peuvent être étroitement liés dans la régulation de 

certains promoteurs communs. Par exemple, les mutants p53 peuvent mimer l'activation de 

NF-KB, ce qui induit de façon constitutive l'expression des gènes cibles anti-apoptotiques 

sous le contrôle de NF-KB (Figure 13). TI a été observé que le mutant p53 Rl75H prolongeait 

la localisation et l'activité nucléaire de p65 induite par TNFa dans des carcinomes de la tête 

et du cou [313]. Scian et ses collaborateurs ont aussi révélé que la surexpression des mutants 

p53 R175H, R273H et D281 G dans une lignée de carcinome du poumon déficiente 

génétiquement en p53 menait à une résistance à l'apoptose induite par des agents 

chimiothérapeutiques comme l'étoposide [369]. Les mutants p53 auraient donc la capacité 

d'activer la voie NF-KB indépendamment d'un stimulus externe ce qui mènerait à 

l'expression constitutive de gènes cibles anti-apoptotiques [338, 370]. 
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Cependant, il a aussi été démontré que p53 de type sauvage pouvait induire 

l'activation de NF-KB mais dans ce contexte NF-KB présentait des fonctions pro-apoptotiques 

(Figure 13). En effet, l'inhibition de l'activité de NF-KB annule l'apoptose induite par p53, 

indiquant que NF-KB est essentiel à la mort cellulaire induite par p53 de type sauvage [371]. 

Schneider et ses collaborateurs ont aussi observé que p53 contribuait significativement à 

l'activité nucléaire de NF-KB induite durant l'arrêt du cycle cellulaire en phase S induite par 

l'hydroxyuréa (HU) ou en réponse au TNFa. [372]. Dans ce contexte, p53 interagissait avec 

NF-KB p65 sur les promoteurs et ce complexe était nécessaire pour la transcription de gènes 

cibles de NF-KB. Ils ont déterminé que l'attachement de p53 sur l'ADN précédait le 

recrutement de NF-KB p65, suggérant que la protéine p53 pouvait être requise pour 

l'ouverture de la chromatine ou pour la persistance et la stabilité du complexe NF-KB /p53 sur 

les promoteurs des gènes. 

Ces études suggèrent donc que les fonctions pro- et anti-apoptotiques de NF-KB 

seraient dépendantes de la présence du facteur de transcription p53 ou de ses formes mutées. 

Ces données doivent être prises en considération, car elles révèlent que l'inhibition de NF-KB 

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 gènes peuvent tout de même 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 gène TP53 est plus néfaste et plus 

fréquemment retrouvée dans les tumeurs qu'une délétion de ce gène. 

L'activation du facteur de transcription NF-KB qui est normalement fmement 

contrôlée dans la cellule peut donc être altérée par des facteurs de transcription comme les 

mutants p53 dans le cancer. De façon intéressante, un modèle semblable a aussi été observé 

avec le facteur de transcription CIEBPP [373]. 
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Figure 13. Modèle d'une interaction entre NF-lCB et p53 de type sauvage ou muté. (A) 
Dans les cellules non stimulées, p53 peut réprimer la transcription des gènes cible anti­
apoptotiques de NF-KB. Certains de ces gènes cibles peuvent aussi être régulés par NF-KB 
indépendamment de p53. (B) Des études suggèrent que p53 est nécessaire pour l'expression 
des gènes cibles de NF-KB suite à un stress de la réplication ou une stimulation au TNFa.. Par 
contre, les mutants p53 mimeraient l'activation de NF-KB ce qui entrainerait une activation 
constitutive de l'expression de gènes cibles anti-apoptotiques de NF-KB, indépendamment 
d'un stress cellulaire (adaptée de [338]). 

5.3. Le facteur de transcription CIEBPJ3 

5.3.1. Ses caractéristiques 

Sa structure et ses isoformes 

Le facteur de transcription CIEBPP (CCAAT/enhancer-binding protein fJ) fait partie de 

la famille CIEBP, des protéines b-ZIP qui sont exclusivement eucaryotiques et qui se lient 

sous forme de dimères à des séquences spécifiques pour réguler la transcription des gènes. 

Cette famille CIEBP consiste en 6 membres nommés selon leur ordre de découverte : 

CIEBPa., CIEBPp, CIEBPô, CIEBPe, CIEBPy et CIEBPÇ. Ces facteurs de transcription sont 

très impliqués dans plusieurs processus biologiques comme la prolifération, la différenciation, 

la survie et/ou l'apoptose, le métabolisme, l'inflammation, la transformation et la 

tumorogenèse [374]. Ils présentent un domaine C-terminal de dimérisation hautement 

conservé en glissière à leucine (Leucine-zipper). Adjacent à ce domaine se retrouve une 

région basique d'attachement à l'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 gène CIEBPP code pour trois isoformes: C/EBPP-1 (ou LAPl) de 44 kDa, 

C/EBPP-2 (ou LAP2) de 42 kDa (LAPl, LAP2, Liver-enriched transcriptional activator 

protein 1 and 2) et C/EBPP-3 (LIP) de 20 kDa (LIP, Liver-enriched transcriptional inhibitory 
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protein) [374, 377, 378]. Les isoformes CIEBPJ3-l et CIEBPJ3-2 possèdent à la fois les 

domaines d'activation et le domaine bZIP alors que CIEBPJ3-3 ne possède que le domaine 

bZIP et non le domaine d'activation. C'est pourquoi C/EBPJ3-3 peut agir comme un inhibiteur 

dominant négatif sur les fonctions des autres membres de la famille CIEBP en formant des 

hétérodimères non fonctionnels avec eux. Plusieurs études ont rapporté que CIEBPJ3-2 était un 

meilleur activateur transcriptionnel que CIEBPf3-1, mais leurs mécanismes moléculaires ne 

sont pas encore bien défmis [379]. 

Son activité transcriptionnelle 

CIEBPJ3 est normalement maintenue dans un état réprimé par des domaines de 

régulation négatifs (CR1-CR7) qui de façon stérique inhibent ces domaines de transactivation 

[379, 380]. Deux autres domaines de régulation inhibiteurs (ROI et R02) ont été identifiés 

dans cette protéine. ROI inhibe constitutivement le potentiel de transactivation de CIEBPJ3 en 

induisant une conformation fermée qui préviendrait l'accès aux domaines d'activation. R02 

inhibe l'attachement de CIEBPJ3 en induisant une conformation qui interfère avec l'habileté 

de la région basique d'interagir avec l'ADN [381]. La phosphorylation ou la délétion de ces 

domaines d'inhibition mènent à l'activation de C/EBPJ3 et à l'augmentation de son activité 

transcriptionnelle. La phosphorylation de CIEBP~ 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 (cyc/in-dependent kinase) [384]. D'autres modifications post­

traductionnelles sont impliquées dans la régulation de la liaison à l'ADN de CIEBPJ3 et de son 

activité transcriptionnelle comme l'acétylation, la méthylation et la sumoylation [379]. 

Le facteur de transcription CIEBPJ3, comme les autres membres de cette famille, doit 

dimériser pour s'attacher à l'ADN [385]. Comme le domaine b-ZIP est très conservé entre 

toutes les protéines de cette famille, les CIEBP peuvent former des homo ou hétérodimères 

entre eux et se lier sur le même site consensus: 5'- RTTGCGYAAY -3' (R=A ou G; Y=C ou 

T) [386]. La nature des hétérodimères entre les membres de cette famille peut être variable et 

dépend de la disponibilité de chacun de ces membres. L'expression tissulaire spécifique des 

facteurs CIEBP ainsi que les stimuli ou médiateurs physiologiques qui régulent leur 

expression jouent un rôle important sur la composition et la formation de ces dimères. Ce qui 

est d'ailleurs le cas pour CIEBPJ3 dans la glande mammaire normale et dans le cancer du sein. 
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5.3.2. C/EBPJ3 dans le cancer du sein 

Le gène codant pour C/EBPJ3 n'est pas fréquemment muté dans les tumeurs 

mammaires. Quelques mutations ont été identifiées dans ce gène, mais elles ne contribuent 

pas au développement de tumeurs épithéliales [387]. D'après la base de données Oncomine 

3.0 (http://www.oncomine.org/ [388]) l'expression en ARNm de CIEBPP 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 CIEBPP restaient inchangés dans le cancer du sein suite à un stimulus 

comme l'activation du récepteur oncogénique ErbB [389, 390]. Cependant, il existait des 

différences dans l'expression ce facteur au niveau de certains sous-types de carcinomes 

mammaires. Une augmentation faible, mais significative, de l' ARNm de C/EBPJ3 était 

observée dans les carcinomes mammaires de sous-type basal [379, 391, 392]. De plus, cette 

augmentation de l'expression C/EBPJ3 était aussi associée à un potentiel métastatique du 

cancer du sein [393], un grade tumoral élevé [392, 394], et un mauvais pronostic [379, 390]. 

Parmi les isoformes de CIEBPJ3, CIEBPJ3-3 est souvent associée à la tumorogenèse 

mammaire. Une élévation du ratio C/EBPf3-3/ CIEBPJ3-1 et 2 (ou ratio LIP/LAP) et donc de 

l'expression de l'isof01me CIEBPJ3-3 a été observée dans les carcinomes mammaires de sous­

type basal [395, 396]. De même, des souris transgéniques dont le gène codant pour CIEBPJ3-3 

est surexprimé dans la glande mammaire développent une hyperplasie alvéolaire et des 

carcinomes mammaires invasifs [397]. II a aussi été démontré une expression de CIEBPJ3-I et 

CIEBPJ3-2 dans des échantillons prélevés de biopsies de patients atteints de différents 

carcinomes mammaires [395, 398, 399]. En fait, C/EBPJ3-l s'exprimait de façon 

prédominamente dans les cellules mammaires normales alors que CIEBPJ3-2 était restreinte 

aux cellules en division à la fois dans les cellules épithéliales normales et les carcinomes 

mammaires [ 400]. De plus, la surexpression de CIEBPJ3-2 dans les cellules MCFl OA induisait 

une transition épithéliale-mésenchymateuse menant à la transformation maligne de ces 

cellules vers un phénotype invasif [268]. 

Les mécanismes par lesquels C/EBPJ3 contribue à 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 l'apoptose. Il a été déterminé qu'il induisait la survie cellulaire en 

réduisant l'expression et l'activité de p53 en réponse à des dommages à l'ADN [401, 402]. 

Les rôles précis de CIEBPJ3-l, CIEBPJ3-2 et CIEBPJ3-3 dans les cancers du sein de grade élevé 

ne sont pas clairs. Les études suggèrent que ces trois isoformes possèderaient des fonctions 
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distinctes sur les promoteurs des gènes bien qu'elles reconnaîtraient le même motif sur 

l'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 mêmes signaux 

inflammatoires que C/EBPf3 et que le site d'attachement de ces deux facteurs sur les 

promoteurs était fréquemment couplé [ 403]. C'est pourquoi l'interaction de ces deux facteurs 

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

5.3.3. L'interaction entre NF-KB et C/EBPJ3 dans l'activation des gènes 

Les facteurs C/EBPf3 et NF-KB peuvent être activés par les mêmes cytokines 

inflammatoires comme l'IL-l, IL-6 et le TNFa. [404-406]. Des données ont suggéré qu'une 

fois activés, ces deux facteurs pouvaient coopérer pour activer de façon synergique certains 

promoteurs, comme celui de l'IL-6 [407]. Sur le promoteur de /'IL-6, les sites consensus pour 

les facteurs de transcription CIEBPf3 et NF-KB sont très proches [ 408]. Un site intact pour 

l'attachement de NF-KB sur le promoteur de IL-6 est nécessaire pour l'activité de 

C/EBPf3. L'analyse d'autres promoteurs de gènes impliqués dans la réponse immunitaire 

inflammatoire révèle que les sites d'attachement pour ces deux facteurs de transcription sont 

fréquemment présents et rapprochés [ 409, 41 0]. Il a été observé que sur le promoteur de 1 'IL-8 

la liaison du facteur CIEBPf3 était fortement augmentée lorsque NF-KB était présent sur son 

site, adjacent à celui de CIEBP [411]. En fait, selon le ratio cellulaire de CIEBPf3 et NF-KB, 

ces deux facteurs peuvent non seulement agir indépendamment, s'inhiber, mais aussi coopérer 

et activer de façon synergique certains promoteurs. Cette régulation positive ou négative des 

promoteurs par le complexe NF-KB-CIEBPf3 dépend de la nature de leur site d'attachement 

sur l'ADN. Si ce complexe se fixe sur un motif NF-KB, une inhibition du promoteur est 

observée. À l'inverse, ce complexe active de façon synergique le promoteur s'il se lie sur un 

site consensus pour CIEBP (Figure 14) [ 403, 411 ]. 

CIEBP peut aussi activer la transcription des gènes cibles de NF-KB en absence d'une 

stimulation cellulaire. Lorsque la voie NF-KB n'est pas activée, des homodimères de NF--KB 

p50 inactifs peuvent tout de même s'attacher sur les promoteurs et réprimer la transcription de 

gènes dépendants de NF-KB [412, 413]. Paz-Priel et ses collaborateurs ont démontré que les 

facteurs CIEBP pouvaient déplacer les histones désacétylase liées à ces homodimères de NF­

KB p50 pour induire des gènes cibles de NF-KB en absence d'une stimulation cellulaire [414]. 

Ils ont aussi déterminé que l'interaction des facteurs CIEBPf3 avec le complexe NF-KB 
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p65/p50 augmentait l'activation des gènes cibles de NF-JCB dans des cellules non stimulées. 

Une autre étude a observé que des cellules déficientes en C/EBPJ3 présentaient des niveaux 

cytoplasmiques plus élevés de l'inhibiteur lKB du facteur NF-KB, comparé aux cellules de 

type sauvage [415]. À l'inverse, lorsque C/EBPJ3 était surexprimé, la présence cytoplasmique 

des IJCB était diminuée ce qui permettait une plus grande translocation nucléaire des 

complexes NF-JCB et donc une activation des gènes cibles. En fait, les auteurs ont proposé que 

C/EBPJ3 régulait négativement le promoteur du gène codant pour l'!lcB en se fixant sur les 

sites consensus de NF-KB présents sur ce gène. 

Ces données suggèrent donc que comme une augmentation significative de C/EBPJ3 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 gènes cibles de NF-JCB qui 

aurait dû être réprimés [373]. C'est par exemple le cas pour la protéine anti-apoptotique Bcl-2 

[ 416], ce qui mène à l'activation de voies de signalisation favorisant la prolifération et la 

survie des cellules tumorales [268, 417]. 

8 

C'AGTTCK'A4 ... ATC'GT GG.-\A.TTI'CC'T 

Figure 14. Modèle d'attachement de C/EBP et NF-1CB sur leurs sites adjacents sur le 
promoteur de l'IL-B. (1) Activation synergique de CIEBP par NF-JCB lorsque CIEBP est lié 
sur son site consensus. {2) Inhibition de NF-JCB par C/EBP lorsque NF-JCB est lié sur son site 
consensus. (3) Coopération de CIEBP et NF-JCB pour activer la transcription du gène /L-8 
lorsque ces deux facteurs lient leur site consensus (adaptée de [ 411 ]). 
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MISE EN CONTEXTE DU PROJET DE THÈSE 

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 

confère une résistance à 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 l'expression de galectine-7 sont inconnus. Son promoteur possède 

plusieurs sites consensus pour les facteurs de transcription p53, C/EBPP et NF-K:B. 

Une augmentation de l'expression des facteurs de transcription p53, C/EBPP et NF-KB 

a été observée dans les cancers du sein de sous-type basal. De façon intéressante, ces facteurs 

de transcription, qui sont impliqués dans des fonctions variées et parfois opposées, peuvent 

néanmoins coopérer dans la régulation de l'expression de certains gènes. 

L'objectif de mon projet de thèse était donc d'élucider les mécanismes 

transcriptionnels responsables de l'expression anormalement élevée de galectine-7 dans 

le cancer du sein. Notre hypothèse de recherche était qu'un ou plusiew-s des facteurs de 

transcription, décrits dans cette revue de la littérature, soi(en)t responsable(s) de l'expression 

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

Nos résultats démontrent que : 

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

2). L'expression de mutants p53 associée à une activation constitutive du facteur NF­

KB est responsable de l'expression élevée de galectine-7 dans les cellules du cancer du sein. 

3) C/EBPP est une voie d'activation alternative pour l'expression de galectine-7 dans 

le cancer du sein. 
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RÉSUMÉ 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 particulièrement dans les tumeurs 

négatives pour Je récepteur à l'œstrogène et dans les lignées cellulaires avec un phénotype de 

type basal. Des études utilisant des modèles 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 cel1ules cancéreuses surexprimant galectine-7 seraient plus résistantes à 1 'a po ptose. 

Ce patron d'expression dans les cellules du cancer du sein est surprenant, car galectine-7 a été 

à l'origine identifiée comme un gène induit par p53. Pour adresser ce paradoxe, nous avons 

examiné les mécanismes moléculaires qui régulent ga]ectine-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 l'expression en ARNm et en protéine de galectine-7 dans les cellules 

du cancer du sein. Un traitement à la doxorubicine de cellules du cancer du sein présentant 

différentes mutations du gène TP53 induit aussi galectine-7. Cette induction est spécifique 

puisque l'inhibition de ces mutants p53 endogènes par des siRNA de p53 abolit l'expression 

de ga/ectine-7 induite par la doxorubicine. L'expression de galectine-7 induite par p53 dans 

les cellules du cancer du sein corrèle avec une augmentation de l'activité de NF-KB et est 

réprimée par des inhibiteurs de NF-KB. Ces données indiquent que l'habileté des mutants p53 

à induire galectine-7 est dépendante de l'activité de NF-KB. L'implication de NF-KB a aussi 

été révélée par des résultats montrant que NF-KB peut se lier au promoteur endogène de 

ga/ectine-7 et que l'expression de ga/ectine-7 induite par TNFa. est abolie par des inhibiteurs 

de NF-KB. 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 à la voie de signalisation utilisée par les mutants p53 

pour favoriser la progression du cancer. 
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Abstract 

Galectin-7 was initially described as a marker of epithelial differentiation expressed in the stratified epithelium of 
various tissues. Uke other members of the galectin family, its expression leval is oft:en significanUy altered in cancer 
cells . ln breast cancer, ils expression is significantly augmented in aggressive molecular subtypes. most notably in 
estrogen receptor-negative tumors and in cali linas with a basal-like phenotype. Studies using experimental 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 idenlified as a p53-induced gene. To address this paradox, we 
have examined the molecular mechanisms regulating galectin-7 in breast cancer cells. Our results showed that 
trans faction of breast cancer cells with expression vectors encoding mutant p53 was sufficient to induce galectin-7 at 
both mRNA and protein levais. Doxorubicin treatment of breast cancer cells harboring a mutant p53 also induced 
galectin-7. Th1s induct1on was specifie 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 aclivity. 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 gsleclin-7 expression was abolished by NF-KB 
inhibitors. Taken together. our data provide an explanalion to the observed high galectin-7 expression levais in 
cancer cells and suggest that galeclin-7 could be part of a common pathway used by mutant p53 to promote cancer 
progression. 
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Introduction 

Evidence suggesting that interactions between lectins and 
their ligands play a major rote in different steps of cancer 
progression has gain ad the attention of severa! oncologists [1] . 
This is parlicular~ true for galectins. Changes in their 
expression levais correlate with alterations in cancer cell 
growth, intercellular adhesion, and apoptosis [2-8]. A case in 
point is galectin-7. ln normal tissues. galectin-7 is present in 
epithelial cells in various tissues [9-11]. Using tissue 
microarrays constructed from samples obtained from normal 
breast tissues and breast carcinomes. we previously reported 
that galectin-7 was expressed at abnormal~ high Javels in 
tissues collected from patients with a poor prognosis [12] . 
These results were consistent with the genomic profiling data 
previously reported by Perou et al. [13]. who provided a 
molecular portrait of 65 surgical specimens of human breast 
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tumors from 42 individuels. Their data revealed !hat while 
gsleclin-7 transcripts were expressed at low Javels in normal 
breast tissues and mammary epithelial cali linas. they were 
highly expressed in estrogen receptor (ER)-negative breast 
cancer and in cali linas with a basaJ.Iike phenotype. This 
abnormally high expression leval of galectin-7 is not restricted 
to breast cancer cells. lt is also found in pancreatic cancer cali 
linas [14]. and in esophageal, buccal, and hypopharyngeal 
squamous cali carcinome [10,15-17] . SUch high Javels of 
galectin-7 in cancer cells are somewhat paradoxical because 
galectin-7 has generally been considered a pro-apoptotic 
protein under the control of p53. Gsleclin-7 (also called p53-
induced gsne 1) was indeed identified as one of the 14 
transcripts induced by ectopie p53 in colon carcinome cells 
[18] . ln normal epidermal keratinocytes, increase Javels of 
galectin-7 also correlate with p53 stabilization [19]. Yet. 
galectin-7 is constitutively expressed in cells harboring mutant 

August 20131 Volume 8 !Issue 8 1 e724B8 



p53 [18, 19] ln the present work, we have examined this 
apparent contradiction by investigating the molecular 
mechanisms controlling galectin-7 expression in human breast 
cancer cells 

Mater1al and Methods 

Cellllnes and reagents 

Breast cancer cell lin es were a generous gift from Dr. Peter 
Siegel (McGill University, Montreal, Qc, Canada) [20]. 
lmmortalized 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 originaJiy obtained from the American 
Type Culture Collection (ATCC). Ali cell lines were maintained 
in complete Dulbecco's modified Eagle's medium 
supplemented with 8% (v/v) FCS, 2 mmoi/L L-glutamine and 10 
mmoi/L HEPES buffer. One 11VTloVL sodium pyruvate was 
added for maintenance of MCF-7 cells and one mmoi/L of non­
essentiel amino acids for HaCaT cells Ali cell culrure 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 (EIIisville, MO). 

Vectors, transfectlon and luclferase 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, plasmld 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 Origene 
(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 
lnstibJie, Amsterdam, Netherlands) (22]. The pCCNA3.1 vector 
was purchased from lnvitrogen (BurHngton, 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 (lnvitrogen) 
according to the manufacturer's protocol. After transfection, 
cells were incubated in complete medium at 37" C in 5% C02 

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. Wl, 
USA) and a luminometer (Lumat LB 9507, Berthold). 13-
galactosidase activity was measured using a colorimetrie 
enzyme assay using the Luminescent 13-Galactosidase 
Detection Kit Il according to the manufacrurer's instructions 
(Ciontech Laboratories. Mountain View, CA). Luciferase 
expression levels were normalized to the levels of 13-
galactosidase expression . 
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Regulation of Galectin-7 Expression 

RNA Isolation and RT -PCR 

Total cellular RNA was 1solated from cells using the TRizol 
reagent (lnvitrogen) according to the manufacrurer's 
instructions. First-strand eDNA was prepared from 2 IJg of 
cellular RNA in a total reaction volume of 20 IJL using the 
reverse transcriptase Omniscript (QIAGEN, Mississauga, ON. 
Canada) Alter reverse transcription, human gs/ectin-7 (gene 
ID 3963, sense primer 5'- ACC AAC CCG GTC CCA G -3' and 
antisense primer. 5'- GCG GGC TAA CGC TTT An TGC -3'), 
human gs/ectin-3 (gene ID 3958, sense primer 5'- ATG GCA 
GAC AAT Tn TCG CTC C -3' and antisense primer. 5'- ATG 
TCA CCA GAA An CCC AGT T -3'), human TP53 (gene ID 
7157, sense primer 5'- CCA GCC AAA GM GAA ACC A -3' 
and antisense primer 5'- 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 TT A GGG en CCT en GGA -3'), hum an CIEBPfJ 
(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 primer: 5'- CGG 
AGT CAA CGG An TGG TCG TAT-3' and antisense primer. 
5'-CAG AAG TGG TGG TAC CTC TTC CGA -3'). cDNAs were 
amplified using the foUowing conditions: 94" C for 3 min, 
followed by 35 cycles of the following: 94• 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 

p63 knockdown 

MCF-7 and MDA-MB-231 cells were plated in 6-well plates at 
3x1Qll cellstwell before transfected with pSuper and pSuper­
p53 siRNA vectors using the Lipofectamine 2000 reagent 
(lnvitrogen) according to the manufacturer's protocol. Twenly­
four hours atter transfection, 0.5 IJg/ml of doxorubicin was 
added, and cells were incubated for an additional 24 h before 
RNA isolation and RT-PCR. 

Western Blot analysls 

C911s were solubilized in radioimmunoprecipitation assay 
(RIPA) lysis butter (Thermo, Fisher Scientific, Ottawa. ON, 
Canada) containing a cocktail of protease inhibitors (Roche, 
Laval, QC, Canada). Equal amounts of proteins (25 IJg) 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/0.05% Tween 20 for 1 h and subsequently blotted 
ovemight at 4" C with primary antibodies: rabbit anti-human 
p53 polyclonal antibody (1 : 1000; Santa-Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, CA) and mouse anti-f>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 Javels were quantified in whole 
cells using a commercial ELISA kit (R&D Sjstems) according 
to the manufacturer's protocol. Sam pies were analyzed using a 
Mode! 680 microplate reader (BiO-Rad). 

Chromatln lmmunopreclpltatlon (ChiP) 

ChiP was performed using the EZ-Chromatin-
lmmunoprecipitation Assff{ Kit (Millipore, 8illerica, MA) 
according to the manufacturer's protocol. 8riefly, 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-KBip50 (06-886), 
(Millipore), anti-NF-KBic-rel (8-6), anti-p53 (00-1), or anti-RNA 
polymerase Il (05-6238) (Santa-Cruz 8iotechnology) on a 
rotation platform at 4• C ovemight. Input DNA and mou se lgG­
pulled DNAs were used as controls for ali the experiments 
After reversai of the cross-linking, DNA was purified from the 
immune complex and amplified using PCR primers specifie for 
the gafeclin-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 SY8R Safe (Lite Technologies) staining 
and UV illumination. 

Confocal analysls 
MCF-7 cells were cultured onto glass coverslips to semi­

confluency. After 24 h, the cells were washed with cold P8S, 
fixed with 3% paraformaldehyde in PBS and permeabilized with 
0.1% Triton X-100 in P8S and blocked with 1% 8SA in PBS 
(P8A) for 30 min. Cells were first incubated ovemight at 4• C 
with a go at anti-human galectin-7 polyclonal antibody (1: 1 00; 
R&D Systems) or a rabbit anti-human COX-IV antibody (1 :500, 
New England 8iolabs, Ipswich, MA) with P8A. After severa! 
washes, the cells were incubated with an Alexa Fluor 488-
conjugated donkey anti-goat lgG (1 :500; Lite Technologies) or 
an Alexa Fluor 568 goat anti-rabbit lgG (1:500; New England 
8iolabs) for 1 h at room temperature. Samples were mounted 
using ProLong gold antifade Reagent with 4'-6-diamin0-2-
phenylindole (DAPI) (Life Technologies) on glass slides and 
visualized using a Zeiss LSM780 laser scanning microscope 
(Carl Zeiss Microimaging, Thornwood, NY). 

Results 

Wild-type p63 up-regulates galectln-7 expression ln 
human breast cancer ce lis 

Using MCF-7 cells transfected with a vector encoding wild­
type p53 (p53""). we found that increased Javels of wild-type 
p53 were able to induce galectin-7 expression at both mRNA 
and protein Javels (Figure 1A and 8). Similar results were 
obtained using the MDA-M8-231 cell line (Figure 18 and C) . 
Treatment of MCF-7 cells, which harbor wild-type alleles of 
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Figure 1. Wlld-type p63 lnduces galectln-7 expression ln 
breast cancer cell. Galectin-7 and TP53 mRNA and protein 
Javels in MCF-7 (A and 8) and MDA-MB-231 (C and D) cells 
lollowing transfection with an expression vector encoding wild 
type p53. Protein Javels 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 Joading control. 
dol' 10.1371~oumalpone.007246B.g001 

TP53, with doxorubicin (Dox) also induced galectin-7 
expression at both mRNA and protein Javels (Rgure 2A and 
C). At the protein leval, the expression of galectin-7 was 
restricted to the cytosol and into mitochondrie where it 
colocalized with COX-IV, a weil established mitochondrial 
marker (Figure S1). This pattern of expression is consistent 
with recent data reported [23]. Knockdown of p53wt further 
inhibited Dox-induced gafeclin-7 expression in MCF-7 cells 
(Fi gu re 28). 

Mutant p63 can lnduce galectln-7 expression ln 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. 8ecause of the high incidence of p53 
mutations in human breast cancer, we thus tested whether 
mutant p53 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 p53R17eH and p53R2- (24]. Our results showed thal 
p53R175H, p53R273H and p531124M were ali able to induce 
gafeclin-7 in MCF-7 (Figure 3A). No su ch increase in ga/eclin-7 
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Figure 2. Doxorubicin lnduces galectln-7 expression ln 
MCF-7piS]v.t. (A) lncreased expression of ga/eclin-7 and 
p21WAF1 in MCF-7 cells treated with increasing doses of 
doxorubicin . No such increase was observed in ga/eclin-3 
mRNA Javels GAPDH was used as loading control. (B) 
Inhibition of ga/eclin-7 mRNA Javels and p53 protein levais by 
p53 siR NA in MCF-7 cells treated with 0 5 )Jg/ml of doxorubicin 
A siR NA CTRL vector was used as control and GAPDH or ~­
actin was used as loading control . (C) Confocal images 
showin g 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 anbbody and an 
Alexa Fluor 488-conjugated donkey anti-goat lgG (green 
fluorescence). Nuclei were stained with DAPI (blue) . 
dot 10 1371noumal.pone.0072468 g002 

was obtained using the control (empty) vector. The p53R17eH 

also induced ga/eclin-7 when expressed in MDA-MB-231, a 
human breast cancer cali lina harboring a mutant TP53 gene 
(p53R:IIIOI<) and in the p53'"'1 MDA-MB453 cells (Figure 38, C 
and S6) . Of note, mutant p53 were not ali equally capable of 
inducing ga/eclin-7 in ali cells types. 1 n MCF-7 ce lis, for 
instance, ectopie expression of p53V'f43" and p53R2411S were 
insufficient to induce ga/eclin-7. Similar results were obtained 
in MDA-MB-453 transtected with a vector encoding p53R273H, 
suggesting that the ability of mutant p53 to induce galeclin-7 
was cell-specific. Our results showing that Dox-treated MDA­
MB-231 cells expressed increased galecbn-7 confirmed that 
endogenous p53113101< was capable ol inducing galectin-7 at 
both mRNA and protein Javels (Figure 4A and B). No such 
increase was observed when the p53'"'11 MDA-MB453 cells 
were treated with Dox, indicabng that the affect of Dox was 
p53-specific. This conclusion is supported by our data showing 
that Dox-induced galeclin-7 expression by endogenous 
p53R280K in MDA-MB-231 cells was inhibited by partial 
knockdown of p53JœOK (Figure 4C). 
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Figure 3. Mutant p53 lnduces galectln-7 expression ln 
breast cancer cellllnes. Semi-quantitative RT-PCR analysis 
showing ga/eclin-7 and TP53 mRNA Javels lollowing 
trans faction with an expression vector encoding the wt p53 or a 
mutated form of p53 (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 loadlng control. 
dol. 10.1371noumalpone.0072468.g003 

The role of NF-KB ln galectln-1 expression 

An in silico analysis of the human galeclin-7 promoter 
revealed the presence of a putative p53 blnding site in its 5' 
proximal region relative to the transcriptional start site (Figure 
6A) . Severa! putative NF-KB binding sites were also present 
within this region, raising the possibility that ga/ectin-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 ga/eclin-7 promoter (Figure 6). Further 
support to this hypothesis is provided by our data showing that 
MDA-MS.468 cells expressing galectin-7 constitutively have 
high Javels of NF-KB activity (Figure 58 and C). These cells do 
not have any detectable p53 activity since they have Jost the 
wild-type allele of TP53 and only express the transcriptionally 
inactive TP5:JR'Z'311 allele. Similar results were obtained in the 
case of HaCaT caUs, a transformed keratinocyte cell lina 
known to express high Javels of galectin-7 [23,25]. Like MDA­
MB-468 cells, HaCaT cens do not have detectable p53 
transcriptional activlty and only express the transcriptionally 
inactive TP53H17fi'(IR2fllW allal es (Figure 5C, S4 and S5). These 
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Figure 4. Doxorubicin lnduces galectln-7 expression ln 
MDA-MB-231PalR17~. (A) Effect of increasing doses of 
doxorubicin on galectin-7 expression in MDA-MB-231. a 
mutated p53R2BOK celll ine and MDA-MB-453 . a p53 .... ' cellline. 
No increase in ga/ectin.J mRNA levers was observed in MDA­
MB-453 GAPDH was used as loading control (B) MDA­
MB-231 were treated or not with 0.5 1-Jg/ml of doxorubicin 
before cens fixation and permeabilization . A goal antl-human 
galectin-7 polyclonal antibocly was used in combination with an 
Alexa Fluor 488 donkey anti-goat lgG to detect endogenous 
galectin-7. MDA-MB-231 cells are shown with galectln-7 
(green) and nucleus (blue) . (C) Inhibition of ga/eclin-7 mRNA 
levers and p53 protein levers by p53 siRNA in MDA-MB-231 
cells treated with 0.5 1-Jg/ml of doxorubicin . A siRNA CTRL 
vector was used as control and GAPDH or ~actin was used as 
loading control. 
dot 1 0.1371~oumal .pone.0072468. !1004 

results are !hus consistent with a role for NF-KB in regulating 
galectin-7 expression . This conclusion is supported by our data 
showing thal transfection of an expression vector encoding c­
Rel or treatment of cells with TNFa a well-known inducer of NF­
KB activity, both induced gateclin-7 expression in MCF-7, 
HacaT, and MDA-MB-468 (Figure TA, B and S2). Our results 
with TNFa were in tact consistent with gene profiling data in a 
public profiling database (Geo Profiles, NCBI) showing a 
specifie NF-KB-dependent increase of ga/eclin-7 in epidermal 
keratinocytes stimulated by TNFa (Figure TC) . We also round 
thal parthenolide, a specifie inhibitor of NF-KB, suppressed 
ga/ectin-7 expression in HaCaT cells (Figure TD) . Similar 
results were obtained following treatment of MDA-MB-468 cens 
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R gure 6. Correlation between galectln-T expression and 
NF-KB actfvlty. (A) Putative binding sites for NF-KB, c-R el and 
p53 with in the proximal promoter region of the human 
galeclin-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://www.cbrc -ip/research/db/ 
JESEARCH html). (B) Galectin-7 protein levers measured by 
ELISA in MDA-MB-231. MDA-MB-453. MCF-7 and MDA­
MB-468 breast cancer cen !ines . Human epithelial 
keratinocytes (HaCeT) was used as a positive control. Similar 
results were obtained by Western blot analysis (Rgure S4). (0) 
NF-KB and p53 activity as measured fonowing transient 
transfection with luciferase reporter vectors in breast cancer 
cen linas with different p53 status and HaCaT cells . 
Transfection efficiency was normalized with co-transfection 
with a ~-galactosidase reporter vector. 
dol: 10.1371~oumalpone.0072468. !1005 

with caffeic acid phenethyl ester (CAPE) and quercetin , two 
other inh ibitors of NF-KB [26,27] (Figure TE and F)_ This 
inhibition of gatectin-7 expression in HaCaT and MDA-MB-468 
cens fonowing treatment with parthenolide and CAPE 
correlated with reduced NF-KB activity (Figure S3). Taken 
together, these results suggest thal NF-KB plays a central role 
in the expression of galectin-7. 
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Figure 6. Blndlng of NF-KB and p53 on the endogenous 
galectln-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 celllines MDA-MB-468 (B) and MCF-7 (C). An isotypic 
control (lgG) was used as a negative control Total DNA extract 
was used as a positive control (Input). 
dot 10 t37t~ournal.pona0072468.g006 

Wild-type and mutant p63 requlres NF-KB for the 
Induction of galectln-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 (p53R1l'ml) both increased NF-KB activity in 
MCF-7. MDA-MB-231 and MDA-MB-453 cells (Figure SA-C 
and S4). Similar results were obtained using the MDA­
M~231j63R210< cells treated with Dox (Figure 80 and S4) . 
Moreover, the induction of galectin-7 at the mRNA and protein 
levels by wt or mutant p53 was inhibited in a dose-dependent 
mannar by CAPE (Figures 9 and 10) 

Discussion 

The present study shows !hat 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 
TP53with Dox induced galectin-7 expression in human cancer 
cell lines, and 3) depletion of endogenous p53 inhibited Dox­
induced gs/ectin-7 expression. We further showed !hat NF-KB 
was also capable of inducing galectin-7. This conclusion is 
supported by our data showing !hat: 1) NF-KB binds to the 
endogenous galectin-7 promoter: 2) transfection of NF-KB 
subunits or treatrnent of cells with TNFa, a well-known inducer 
of NF-KB, both increased galectin-7: 3) inhibitors of NF-KB 
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Agure 7. Galectln-7 expression ls dependent of NF-KB 
slgnalllng pathway. mRNA levels following treatrnent with 
increasing doses of TNFa (A) or at different lime post­
treatment with TNFa (B) . (C) ln silico analysis showing affect of 
parthenolide on TNFa-induced gs/eclin-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 gs/eclin-7 was measured by 
semi-quantitative RT-PCR analysis 48h after treatrnent. No 
su ch affect was observed on OEBP13 expression. GAPDH was 
used as loading control. (E) Dose-dependent inhibition of 
gs/eclin-7 mRNA levels in MDA-MB-468 cells treated with 
CAPE. GAPDH was used as loading control. (F) Dose­
dependent inhibition of gs/ectin-7 mRNA levels in MDA­
MB-468 cells treated with quercetin. GAPDH was used as 
loading control. 
dol: 10.1371~oumalpone.0072468.g007 

decreased constitutive or TNFa-induced gs/eclin-7 expression. 
Rnally, 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 lest decade, a large number of observations have 
brought support to the idea !hat NF-KB plays an important role 
in cancer . ln most cancer cells, NF-KB is constitutively active 
and is responsible, at leest in part, for resistance to apoptosis. 
lt is therefore not surprising th at a crosstalk exists between NF­
KB and p53. ln fact, our results are consistent with a number of 
studies showing that 1) mutant p53 expression correlates 
positively with NF-KB 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 lnduces galectln-7 expression via NF­
KB. (A) lncreased NF-KB reporter activity in MCF-7 and MDA­
MB-231 cens 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 j3-galactosidase reporter vector. NF-KB 
reporter activity in MDA-MB-231 (B) and MDA-MB-453 (C) 
cells following transfection of the mutated p53R1715H. An emply 
pCDNA3.1 vector was used as a control (CTRL) Transfection 
efficiency was normalized by co.transfection with a 13· 
galactosidase reporter vector. (0) Effect of increasing doses of 
doxorubicin on NF-KB reporter activity in MDA-MB-231, a 
mutated p53R211lK cell line. Transfection efficiency was 
normalized by co.transfection with a j3-galactosidase reporter 
vector. 
dot 10.137Moumal.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 sorne NF-KB inhibitors alone or in combination with 
other therapies is linked to reduced galectin-7 is an interesting 
question that merits future investigations. lt will also be 
interesting to determine whether specifie isoforms are ali 
equally capable of binding to the ga/ectin-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 signais. Using several pharmacological 
inhibitors to block NF-KB activity thus ensures th at we target ali 
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Figure 9. Galectln-7 expression lnduced by wlld-type p53 
requlred NF-KB. 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~oumal.pone.0072468.g009 

NF-KB isoforms. lt is important to note, however, there is yet no 
evidence y et th at NF-KB al one is sufficient to indu ce galectin-7 
For exemple, galectin-7 is not detected in MDA-MB-453 (null 
p53) cells, which harbor a constitutively high leval 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 histologie grade, lack of ER 
and/or PR expression, deregulated apoptosis, and poor 
prognosis [32]. SUch correlation is consistent with the 
expression pattern 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 specifie NF-KB target genes by binding 
to their promoters. lncreased basal NF-KB activity could also 
result from the ability of mutant p53 to transactivate the NF-KB2 
gene encoding p100/p52 [28]. Perhaps, this NF-KB/p53 
complex is required for opening of chromatin at NF-KB loci and 
for the persistance of NF-KB complex to its binding motifs [33]. 
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Figure 10. Galectln-7 expression lnduced by 
p53A17eH. mutant ls lnhlblted by CAPE (A) Inhibition of 
galeclin-7 mRNA levels tJ,j CAPE in MDA-MB-453 cells 
transfected with the expression vector encoding p53R1711H 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 cells transfected with the 
expression vector encoding p53R17eH or with the (empty) 
pCDNA3.1 control vector (CTRL) . Transfection efficiency was 
normalized tJ,j co-transfection with a !3-galactosidase reporter 
vector. 
dot 1 0.13711)ournal pone.0072468.g01 0 

lt is important to note, however. that a constitutive NF-KB 
activity is not sufficient to induce galectin-7. For example. the 
p53'"'1 MDA-MB-453 cells do harbor high levels of NF-KB 
activity but do not express delectable levels of galectin-7 
(Figure 68 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 tate 
decisions on induction of pro- or anti-apoptotic genes 
depending on cell status. Cells with p53 levels insufficient or 
instable to promote transcription al activities of NF-KB would be 
disfavored. lnversety, 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 ln 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 
th is line [34]. The mutation at position 179 is known to 
destabilize the p53 protein tJ,j altering its ability to interact with 
a zinc molecule, causing loss of DNA-binding specificity [33}. 
While the mutation at position 282 allers the global architecture 
of the protein, il does not affect its ability to bind to DNA [35} . 
These specifie 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 results were obtained in MDA-MB-468 cens. 
which express a single TP53 allele that encodes a missense 
mutation at codon 273 (R-H) (Figure S6). This mutation is one 
of the most common mutations in cancer cells. lt disrupts the 
sequence-specifie DNA-binding core of p53 [36] while 
maintaining the overall architecture of the DNA binding surface, 
explaining why binding of specifie [XIIA is not completely 
abolished. lnterestingly, we found that this mutant induced 
galectin-7 expression in MCF-7 breast cancer cell li ne wh ile 
binding to the endogenous galectin-7 promoter. Surprisingly, it 
was not able to induce galeclin-7 in the p53""1 MDA-MB-453 
cells. The mutant R249S was also unable to induce galectin-7 
in ali cell linas tested, suggesting that cell-specific 
corepressors/coactivators are involved. We believe, however, 
that it is too earty to determine if a relationship can be 
established between a specifie type of mutation and its affect 
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 affect of a specifie 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 

ln conclusion , we found thal 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 rai se questions about the role of galectin- 7 
when induced tJ,j wt versus mutant p53. Our data support the 
view th at galectin-7 cannot be sol ely considered a pro­
apoptotic proten. 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 ils elevated levels in breast cancer tissues where mutant 
p53 is commonty found. Future investigations will be needed to 
determine how galectin-7 biological function is modulated by 
the crosstalk between p53 and NF-KB. 

SUpportlng Information 

Figure S1. (TIF) 

Figure S2. (TIF) 

Figure S3. (TIF) 
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Figure S4. (TIF) 

Figure S6. (TIF) 
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figure SI: lntracellular localization of galectin-7 in ~ICF-7 cells treated with doxorubicin. 
(Al Confocal images showing intrace llular expression of galccitn-7 in MCf-7 trcated with 
doxorubicin as compared to control cc11s. A goat anti-1nunan galcctin-7 !rcf fluorescence) or a 
mbbit ami-human COX-IV (red 11uorcscence) amibodics were used in combination with an Alexa 
Fluor 4~R-conjugated donkey ant1-goat lgG or an Alexa f luor 56X-conjugated goal ant î-rabbit JgG 
to detcct endogenous galectin-7 or COX-IV rcspecti\'c1y. ~ucei were stained \\ ith DAPI {blue 
tluorcsccnce). fBl Co-localization of galectin-7 and COX-IV in MCT-ï cc lis treated with of 
doxombic in. Galcctin-7 is shown in green. COX-lV in red. nucki in blue and co-localizauon in 
yellow. 
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Figure S2 
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Figurl' S2: c-reJ induces ,qu/e(.·tiu-7 expression. Ga/ectin-7 mRNi\ lc\'ch• in (A) M<T-7. 1 8) 
llaCaT and (C) MDA-:~v!B-461\ ccli lincs lûllowing transfcctaon with a reponcr vcctor 
cncoding c-Re . An cmpty pCDNAJ. \ 'CCtor was uscd as control {CTRLj and GAPDII was 
uscd as oading control 
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Figure S3 
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Figure S3: The em~ct of parthenollde and CAPE ou ~F-KB acth·ity. (Al Treatment of 
llaC'aT cells with pm1hcnolidc reducesd Nf-KB reporter acti\'ity. Translcction eflicicncy was 
normalized by co-transfcction of a 1~-ga lactosidasc reporter vector. (8) Dose-dependent 
inhibition of :\F-~o.B reporter activity in MDA-MB-46X cells treated with CAPE. Transtëction 
enïcieney W<l' normalized by co-trans cet ion of a ~-galactosidasc reporter vcctor. 
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Figure S4: (A) El'fi:ct of a mutation in the DNA binding site ofp53 and NF-~B (ill40-145l on the 
acti\'ity of the human galedin-i promotcr. (p100-Gal-7k) . Acti\'ity of the ga/edill-7 promoter was 
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CONCLUSIONS DU CHAPITRE 2 

Dans cette étude, nous avons démontré qu'à la fois p53 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 à propos du rôle de galectine-7 induite par p53 

de type sauvage ou muté. Nos résultats supportent le concept que galectine-7 ne peut pas être 

seulement considérée comme une protéine pro-apoptotique. Le rôle biologique de galectine-7 

serait dépendant des interactions fonctionnelles avec d'autres gènes induits par p53 et/ou NF­

KB. Cette hypothèse serait consistante avec les niveaux élevés de galectine-7 qui ont été 

observés dans les tissus du cancer du sein où 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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RÉSUMÉ DU CHAPITRE 3 

Ga/ectine-7 a été généralement considérée comme un gène sous le contrôle 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 suggèrent que d'autres facteurs de transcription contribueraient à induire 

galectine-7 dans les cellules du cancer du sein. Dans cette étude, nous avons examiné le rôle 

du facteur CIEBPf3 dans l'induction de l'expression de galectine-7. Les membres de la famille 

CIEBPf} contribuent au cancer du sein en contrôlant l'expression de gènes impliqués dans 

l'invasion, la prolifération cellulaire, la survie et l'apoptose. Une attention particulière a été 

portée pour l'isoforme C/EBPf}-2 qui est considérée comme la plus transcriptionnellement 

active parmi les autres isoformes de CIEBPf3. Nos résultats ont démontré que l'expression 

ectopique de l'isoforme CIEBPf}-2 dans plusieurs lignées cellulaires de carcinomes 

mammaires humains était suffisante pour induire l'expression en ARNm et en protéine de 

galectine-7. Nous avons identifié un site consensus pour le facteur C/EBP dans le promoteur 

de ga/ectine-7 qui semble être requis pour la transcription basale de ce gène. Une analyse par 

immunoprécipitation de la chromatine montre aussi que C/EBPf}-2 se lie au promoteur 

endogène humain de ga/ectine-7. De façon intéressante, nous avons observé que la liaison de 

C/EBPf}-2 sur le promoteur de ga/ectine-7 déplaçait la sous-unité p50 de NF-KB attachée sur 

un site adjacent. Dans l'ensemble, nos résultats identifient une nouvelle voie de régulation 

pour 1 'expression de galectine-7 dans les cellules du cancer du sein. Ces données établissent 

aussi que CIEBPf} est un important médiateur de l'expression du gène ga/ectine-7 dans les 

cellules du cancer du sein et révèlent les différents mécanismes transcriptionnels qui 

contrôlent ga/ectine-7 dans les cellules cancéreuses. 
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ABSTRACT 

Ga/ectin-7 is considered a gene under the control of p53. However, elevated 

expression of galectin-7 bas 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 

ga/ectin-7 expression. In the present work, we have examined the role of 

CCAAT/enhancer-binding protein beta (CIEBPP) in inducing expression of galectin-7. 

CIEBP proteins have been shown to contribute to breast cancer by upregulating pro­

metastatic genes. We paid a particular attention to C/EBPP-2 (also known as LAP2), the 

most transcriptionally active of the CIEBPP isoforms. Our results showed that ectopie 

expression of C/EBPP-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 ga/ectin-7 promoter. Mutation of this 

binding site abolished the transcriptional activity of the ga/ectin-7 promoter. Chromatin 

immunoprecipitation analysis confirmed that C/EBPP-2 binds to the endogenous 

ga/ectin-7 promoter. Taken together, our findings identify a new regulatory pathway 

that regulates galectin-7 expression. They further establish CIEBPP as an important 

mediator of ga/ectin-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 sbared consensus amino acid 

sequences and affinity for p-galactose-containing oligosaccbarides [1]. In mammals, the 

distribution of galectins is tissue specifie and their expression is developmentally regulated 

[1,2]. They play an important role in several pbysiological 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 bas 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 epidennis since sunburn/apoptotic keratinocytes 

express abnonnally 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 of7,202 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 ftrst 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 proftling data reported by Perou et al., who provided a 

molecular portrait of human breast tumors from 42 individuals, has revealed that galectin-7 

was higWy expressed in estrogen receptor (ER)-negative tumors [7]. Subsequent microarray 

studies examining normal breast luminal and myoepithelial cells by Jones and his colleagues 

identifted galectin-7 as a myoepithelial-speciftc gene [8]. We have since conftnned the 

speciftc 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 (CIEBPJ3). Members of the CIEBPJ3 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 CIEBPf3 isoforms, a particular attention has been paid to CIEBPJ3-2 because 

overexpression of this isoform induces epithelial-mesenchymal transition [18]. A signiftcant 

increase in CIEBPJ3 is observed in estrogen and progesterone-receptor-negative breast cancer 

as compared to tumors positive for these receptors. Increased CIEBPJ3 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 CIEBPP regulates expression of galectin-7 in breast cancer cells. 

MATERIALS AND METHODS 

Cel/fines and reagents 

Breast cancer cell Iines were a generous gift from Dr. P. Siegel (the Goodman Cancer 

Centre, McGill University, Montreal, Qc). Immortalized hurnan keratinocytes (HaCaT) were 

provided by Dr. Thierry Magnaldo (Université de Nice). Ali 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 HEP ES buffer, while 1 mmol/L sodium pyruvate was included for 

maintenance ofMCF-7 cells and 1 mmoL/L non-essential amino acids were used with HaCaT 

cells. Ali cell culture products were purchased from Life Technologies (Burlington, ON, 

Canada). 

Transient transjèction and lucijèrase assay 

Vectors encoding human CIEBPa or p (SC303472 and SC319561; Origene, Burlington, 

ON) and vectors encoding C/EBPP-2 and C/EBPP-3 (15738 and 15737; Addgene, 

Cambridge, MA) were obtained commercially. The eDNA encoding the human galectin-7 

(provided by Dr. Thierry Magnaldo) was cloned in the sm eukaryotic expression vector (kind 

gift of Dr. François 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 CIEBP luciferase reporter vectors (Cat. No. 219078 

and 240112 respectively; Stratagene, Santa Clara, CA) were used. The (empty) pCMV5 

vector was used as a control. Transfection efficiency was measured using the pCMV /p-gal 

reporter vector (Promega, Madison, WI). Luciferase activity was measured using the 

Luciferase Assay System protocol (Promega) and a luminometer (Lumat LB 9507, Berthold). 

p-galactosidase activity was detected using a colorimetrie enzyme assay using the 

Luminescent P-Galactosidase Detection Kit II according to the manufacturer's instructions 

(Clontech Laboratories, Mountain View, CA). Luciferase expression levels were normalized 

to the levels of p-galactosidase expression. 

82 



Western blot analysis 

Ceiis were solubi1ized 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 J.lg) were separated on SOS-PAGE and transferred onto 

nitrocellulose membranes (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON). The membranes were 

frrst 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/EBPP polyclonal antibody (1: 1 000; 

sc-150 (C-19) Santa-Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) and mouse anti-P-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/EBPP-2, cells were washed with cold PBS, fixed with 3% 

paraformaldehyde in PBS and permeabilized with 0.1% Triton X-l 00 in PBS and blocked 

with 1% BSA in PBS (PBA) for 30 min. Cells were frrst incubated overnight at 4°C with a 

goat anti-human galectin-7 polyclonal antibody (1:100; R&D Systems, Minneapolis, MN) 

with PBA. After severa! washes, cells were incubated with an Alexa Fluor 488-conjugated 

donkey anti-goat IgG (1:500; Life Technologies) for 1 hat 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, Thomwood, 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 eDNA was prepared from 2 J.lg of 

cellular RNA in a total reaction volume of 20 J.lL 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 fmal extension step at noe 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 (Ch/P) 

ChiP assays were performed using the EZ-Chromatin-Immunoprecipitation Assay Kit 

(Millipore, Billerica, MA). For this pwpose, MCF-7 cells were grown ovemight in 1 00-mm 

dishes to - 60-70% confluency and theo transfected with either the empty pCMV5 control 

vector or vectors encoding C/EBP~-2 or C/EBP~-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-KB/p50 (Cat. No. 06-886; Millipore) or anti­

C/EBP~ (C-19, sc-150; Santa-Cruz Biotechnology) on a rotation platform at 4°C overnight. 

Input DNA and mouse lgG-pulled DNA were used as controls for ali the experirnents. After 

reversai of the cross-linking, DNA was purified from the immune complex and amplified 

using PCR primers specifie for the galectin-7 promoter region encompassing +1 to -200 hp: 

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 noe, with a fmal extension at 

noe for 10 min. 

Scratch wound healing assay 

Confluent monolayers were obtained by seeding 3 x 105 cells onto 6-well glass bottom 

culture plates (MatTek Corporation, Ashland, MA). Cells were transfected with vectors 

encoding specifie eDNA 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 S 1 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/EBPP-2 induces galectin-7 expression in breast cancer celllines 

We first set out to determine if the C/EBP~-2 isofonn could induce ga/ectin-7 gene 

expression in hwnan breast cancer celllines. Using semi-quantitative RT-PCR, we found that 

ga/ectin-7 mRNA increased in ali celllines tested following transfection of a vector encoding 

the C/EBP~-2 isofonn (Figure lA). This expression by C/EBP~-2 was independent of the 

p53 status of the cells. It was observed in cells expressing a wild-type fonn of p53, such as 

MCF-7, or in cells harboring an inactive p53 pathway, such as the p53null MDA-MB-453, or 

MDA-MB-231, which express the p53R2SOK mutant allele. It was also found in HaCaT cells, 

which express the transcriptionally inactive TP53 H179v!R2s2w alleles. In ali cases, de novo 

expression of ga/ectin-7 was induced following transfection of a vector encoding C/EBP~-3 

(also known as LIP). This increased expression of galectin-7 by C/EBP~-2 was also dose­

dependent (Figure lB). C/EBP~-3, which lacks the N-tenninal transactivation domains but 

represses the transcription activity of other CIEBPs by competing for CIEBP consensus 

binding sites or by fonning inactive heterodimers with other C/EBPs [12,19], did not repress 

the constitutive expression of ga/ectin-7 in MDA-MB-468 or HaCaT cells, nor did it repress 

C/EBP~-2-induced ga/ectin-7 (Figure 1 C). The ability of C/EBP~-2 to induce galectin-7 was 

also confrrmed at the protein leve! by confocal microscopy in both MDA-MB-231 and MCF-7 

cells (Figure 2). Taken together, these results suggest that increased expression of C/EBP~-2 

is sufficient to induce galectin-7 in breast cancer celllines, and possibly other types of ce lis. 

A C/EBPP consensus site in human galectin-7 promoter 

Using in silico computational analysis of the hwnan ga/ectin-7 promo ter region (using 

the TFSEARCH program), we found eight potential CIEBP binding sites within the proximal 

1.5 kb 5' flanking region of the ga/ectin-7 gene. Using progressive deletion reporter constructs 

of the 5' flanking region of the ga/ectin-7 promoter, we found that deletion of the distal 

CIEBP binding sites did not modulate the transcriptional activity of the promo ter as compared 

to the transcriptional activity of a reporter construct containing the two promoter-proximal 

CIEBP binding sites located at positions -105/-93 bp and -147/-132 hp (Figure 3A). 

Mutational analysis showed that a mutation (~-103-98) of the CIEBP~ binding site located at 

-105/-93 bp had minimal effect on the transcriptional activity of ga/ectin-7 promoter 

compared to the wild-type promoter. On the other hand, disruption of CIEBP~ binding site 

located at position -147/-132 bp (~-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 CIEBP~ binding sites were 

disrupted (~-145-140/-103-98). These findings provide additional evidence that CIEBP plays 

an important role in controlling ga/ectin-7 promoter activity. 

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

To further examine whether we could find an association between C/EBP~ 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 CIEBP~ protein expression while galectin-7 was mostly 

found in the cytosolic and nuclear compartments (Figure 4). In ali cases, the distribution of 

galectin-7 expression co-located with that of CIEBP~. Identical findings were observed in 

normal mammary tissues where galectin-7 and CIEBP~ were both specifically expressed in 

myoepithelial cells. Using the ONCOMINE public cancer microarray database, we also found 

that CIEBP~ was expressed at significantly higher Ievels 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 

Ga/ectin-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, Jung 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 

Iead 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 

CIEBP~-2 is sufficient to upregulate galectin-7 expression at both the mRNA and protein 

Ievels in breast cancer ceiis. Such a role for CIEBP~ was specifie to C/EBP~-2 since C/EBP~-

3, another isoform that often acts as a dominant negative factor against C/EBP~-2, could not 

induce galectin-7 nor did it repress the constitutive expression of ga/ectin-7 or the CIEBP~-2-
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induced galectin-7 expression. The role of C/EBP~-2 as an important transcription factor for 

galectin-7 is further supported by our mutationa1 analysis showing that mutation in the CIEBP 

binding motif located at position -147/-132 bp of the galectin-7 promoter region strongly 

inhibits its transcriptional activity. lt is also supported by data found in public databases, 

which showed that C/EBP~ 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 regula tes galectin-7 expression in human breast cancer cells. 

Close examination of a number of public databases supports the view that CIEBP is a 

positive regulator of galectin-7 in breast cancer cells. For example, a significant increase in 

CIEBPP mRNA has been observed in estrogen and progesterone-receptor-negative breast 

cancer versus those tumors positive for these receptors [26-28]. An increase of CIEBPP 

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/EBP~-2 in MCF-7 cells 

increases their motility (Figure SI). Similar results were obtained when we increased 

galectin-7 expression (Figure 82), 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 specifie targeting CIEBP~ are valuable alternatives to inhibit breast cancer progression. 

Our in silico analysis of the human ga/ectin-7 promoter has revealed sorne other 

interesting features, most notably within the CIEBP binding site located at position -147/-132 

bp. This site contains an overlapping consensus binding motif for NF-KB. 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 CIEBP and 

NF-KB at position -147/-132 bp have shown that a mutation (~-147-145) in the NF-KB 

recognition sequence of the galectin-7 reporter construct that leaves intact the CIEBP 

recognition site increased rather than reduced the activity of the promoter (Figure 83). This 

would suggest that endogenous NF-KB units, such as transcriptionally inactive p50 

complexes, bound to this site hinder binding CIEBP 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 CIEBP~-2-induced galectin-7 expression (Figure 83). The 

ability of CIEBP~ to displace NF-KB on the galectin-7 promoter was confinned by ChiP 
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analysis which showed that while endogenous p50 is constitutively bound to the galectin-7 

promoter, transfection of C/EBP~-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 CIEBP and/or NF-KB. Future 

investigations will be needed to determine which specifie 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 CIEBP~/NF-KB 

site on galectin-7 promoter. During malignant transformation, we envisage that increased 

expression of C/EBP~-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 specifie signaling pathways can dictate an NF-KB or CIEBP~ 

response. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. C/EBPP-2 induces galectin-7 mRNA levels in varions breast cancer celllines. 

(A) RT-PCR analysis showing increased expression of galectin-7 in various human breast 

cancer cells after transfection with an expression vector encoding C/EBP~-2. The two lanes 

represent two different samples. No such increase was observed in cells transfected with an 

expression vector encoding C/EBP~-3. Similar results were obtained with HaCaT cells, a 

keratinocyte cellline 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/EBP~-2. GAPDH was used as loading 

control. (C) RT-PCR analysis ofMCF-7 cells co-transfected with vectors encoding C/EBP~-2 

and C/EBP~-3. Below, control Western blot analysis showing expression of C/EBP~-2 and 

C/EBP~-3 after transfection. ~-actin were used as loading control. 

Figure 2. Protein expression of galectin-7 in breast cancer celllines. MCF-7 or MDA-MB-

231 was transfected with an expression vector encoding C/EBP~-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/EBPp 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 CIEBP binding sites located at positions -105-98 

and the -145-140. (C) Mutated constructs of the CIEBP(3 binding sites on the 200 bp ga/ectin-

7 promoter region were generated and cloned into the pGL3 Basic lucifemse 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 (3-galactosidase reporter vector. 

Figure 4. Correlation between expression of galectin-7 and C\EBPP in epithelial tissues. 

Immunohistological analysis of galectine-7 and CIEBP(3 expression in (A) hurnan normal 

epithelial tissues and (B) in normal mammary gland tissue and breast carcinoma. Data were 

provided by the hurnan 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 CIEBP(3 expression in {A) estrogen receptor (ER)-negative and (B) triple negative 

(TN) human breast carcinomas. 
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CONCLUSIONS DU CHAPITRE 3 

Nos résultats démontrent que le facteur de transcription CIEBPf3 dont l'expression est 

altérée dans le cancer du sein, peut induire l'expression de galectine-7. Nous avons donc 

identifié une nouvelle voie de régulation qui contrôle l' 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. 

Nonnalluminal breast cells 

NF-~ OFF 

- · -·-+ 

Breast cancer 

ER-IPR­
Metastasis 

High tum.or grade 

(Zabow. 2009. ExJMI1 Rllll Mol Jûd 

Figure 15. Modèle d'activation transcriptionnelle du promoteur galectine-7 par C/EBPP-
2 durant la progression tumorale. Dans les cellules luminales normales mammaires, 
l'expression de ga/ectine-7 est réprimée transcriptionnellement par des homodimères de NF­
KB p50 qui se lient sur les sites consensus pour CIEBPf3 et NF-KB qui se superposent. Durant 
la transformation maligne, la régulation à la hausse de l'expression du facteur CIEBPf3 
(particulièrement CIEBPf3-2) déplace les homodimères de NF-KB p50 menant à une forte 
activation de 1 'expression de ga/ectine-7. 
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CHAPITRE4 

DISCUSSION GÉNÉRALE 
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1. Identification de mécanismes moléculaires régulant l'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 cinq 

dernières années. Les différentes études sur galectine-7 confirment que contrairement aux 

autres membres de cette famille, elle possède 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 thyroïde, du pancréas, de l'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 être induite par des mutants p53; ii) L'activation transcriptionnelle de 

ga/ectine-7 par p53 de type sauvage ou muté requiert NF-KB; iii) Une autre voie d'activation 

de galectine-7 par C/EBP~ permettrait d'induire l'expression de ce gène dans le cancer du 

sein. 

Galectine-7 : un gène 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 être induite par des mutants p53, dont R273H (255]. Par contre, contrairement à 

galectine-7 où p53 de type sauvage induit son expression, l'activité du promoteur ga/ectine-3 

est modulée à la baisse lorsque p53 de type sauvage est surexprimé. Étant donné que les 

facteurs p53 de type sauvage et muté sont impliqués dans des fonctions opposées, il est 

étonnant qu'ils puissent activer un même gène comme dans le cas de ga/ectine-7. Le gène 

EGFR est un autre exemple de cette situation peu retrouvée dans la littérature (312]. Il 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 l'expression de ga/ectine-7 (R175H, R273H, 

R248W) alors que d'autres n'ont aucun effet (R249S, V143A). Les différences dans la 

régulation de l'expression des gènes 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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l'ADN et ceux déficients au niveau de leur structure tertiaire [294-296]. Une augmentation de 

l'expression de ga/ectine-7 est observée suite à la surexpression de mutants p53 altérés non 

seulement au niveau de leur structure conformationelle, comme R 175H, mais aussi au niveau 

de leur domaine de liaison à l'ADN, comme pour les mutants R273H et R248W. Cependant, 

le mutant R273H, qui peut induire l'expression de ga/ectine-7 dans les cellules MCF-7 et 

MDA-MB-231, n'a aucun effet dans les cellules MDA-MB-453. Ces données suggèrent que 

l'expression de galectine-7 ne serait pas dépendante de la nature des mutants p53. Pour 

confirmer cette hypothèse, il sera nécessaire, dans un premier temps, de tester d'autres 

mutants p53. Dans un deuxième temps, des analyses par ChiP dans un type cellulaire donné 

nous révéleraient si la liaison des mutants p53 sur le promoteur de ga/ectine-7 et son 

activation transcriptionnelle subséquente est dépendante de la nature des mutations de p53. 

Si l'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 hypothèses ont été suggérées concernant les GOF des mutants p53. 

La présence de p53 de type sauvage endogène dans certaines cellules peut, par exemple, avoir 

une influence sur la régulation de l'expression des gènes induite par l'expression ectopique de 

mutants p53 [320]. Les cellules MDA-MB-453 n'expriment pas de protéines p53 

fonctionnelles et aucune induction de l'expression de ga/ectine-7 n'est observée lorsque ces 

cellules sont transfectées avec un vecteur d'expression codant pour le mutant p53 R273H. 

Une co-transfection des vecteurs d'expression codant pour p53 de type sauvage et pour le 

mutant p53 R273H dans les cellules MDA-MB-453 permettrait de déterminer si la présence 

de ces deux facteurs est nécessaire pour induire l'expression de galectine-7. De même, 

l'inhibition de p53 de type sauvage endogène dans les MCF-7 par des antisens révèlerait si ce 

facteur est essentiel à l'expression de galectine-7 induite par le mutant p53 R273H dans ces 

cellules. Il a été observé que galectine-7 n'était pas exprimée dans des lignées cellulaires de 

SCC présentant des mutations du gène TP53 [ 184, 230]. Comme la nature des mutants p53 

exprimés dans ces cellules n'a pas été analysée, nous ne pouvons pas associer l'absence 

d'expression de galectine-7 observée dans cette étude avec la nature des mutants p53 ou avec 

la spécificité cellulaire. Par conséquent, 1 'analyse de 1 'expression de galectine-7 induite par 

les mutants p53 devra être testée dans différents types cellulaires qui présentent un p53 de 

type sauvage, muté ou absent afm de déterminer si la spécificité cellulaire joue un jeu dans 

cette régulation. 

Il a aussi été proposé que c'est en interagissant avec certains complexes 

transcriptionnellement actifs sur les promoteurs de gènes que les mutants p53 obtenaient leur 
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GOF [297]. Des analyses par ChiP pourront être effectuées pour confirmer cette hypothèse. 

Cependant, l'identité des complexes transcriptionnellement actifs sur le promoteur de 

ga/ectine-7 devront être au préalable connus afin de mieux cibler les analyses. La littérature 

propose une liste de facteurs de transcription comme p63, p73, p300, NF-KB, Spi, EGR1 et 

bien d'autres [297] qui pourraient agir comme cofacteurs avec les mutants p53 dans la 

régulation transcriptionnelle de certains gènes. En analysant les sites consensus potentiels 

pour la fixation de facteurs de transcription sur le promoteur de ga/ectine-7, il sera possible 

d'en sélectionner certains pour déterminer s'ils peuvent coopérer avec les mutants p53 dans la 

régulation transcriptionnelle de ga/ectine-7. Des lignées cellulaires qui expriment ou non ces 

cofacteurs, ou qui en sont génétiquement déficientes pourront aussi être utilisées pour 

confirmer la nécessité de ces interactions dans les GOF des mutants de p53 qui induisent 

l'expression de galectine-7. 

L'activation transcriptio,nelle de ga/ectine-7 par p53 requiert NF-KB 

Un des GOF des mutants p53 les plus décrits dans la littérature est l'association des 

mutants p53 avec NF-KB sur les promoteurs de certains gènes [297, 338]. Plusieurs sites 

consensus pour NF-KB ont été observés sur le promoteur de ga/ectine-7. De plus, dans les 

carcinomes mammaires MDA-MB-468 mutés pour p53 (R273H), qui expriment de façon 

constitutive galectine-7, nous avons détecté une activité élevée du facteur de transcription NF­

KB. En utilisant des inhibiteurs spécifiques de la voie d'activation de NF-KB, le parthenolide 

ou la quercetine, nous avons supprimé l'expression constitutive de galectine-7 dans ces 

cellules MDA-MB-468. L'expression de ga/ectine-7 induite par p53 de type sauvage ou muté 

dans plusieurs lignées cellulaires était aussi supprimée par un inhibiteur spécifique de la 

liaison de NF-KB à l'ADN, le CAPE. Ces données suggèrent donc que la présence de NF-kB 

comme cofacteur pour les mutants p53 est essentielle dans la régulation de l'expression de 

galectine-7. 

Nous avons démontré que les mutants p53 présents dans les cellules MDA-MB-468 et 

HaCaT, ainsi que de NF-KB p50, étaient capables de se lier au promoteur de galectine-7 in 

vivo dans la région de -677 à -501 pb de l'A TG. Les sites consensus pour p53 et NF-KB se 

retrouvent fréquemment rapprochés sur le promoteur de ga/ectine-7. Dans la région se situant 

entre -147 et -136 pb de l'ATG, un site consensus pour p53 se retrouve superposé à un 

élément KB. La mutation de ces deux sites consensus (d145-140) inhibe de façon significative 

l'activité du promoteur de ga/ectine-7 dans plusieurs lignées cellulaires de cancer du sein. La 
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mutation des différents sites de liaison pour ces deux facteurs sur le promoteur de ga/ectine-7, 

notamment dans la région de -677 à -501pb de l'A TG, pourra être envisagée afin de définir si 

un/plusieurs de ces éléments de réponse est/sont essentiel(s) à l'activité du promoteur de 

ga/ectine-7. 

Plusieurs études dans différents modèles, incluant les cellules du cancer du sein, ont 

démontré que les mutants p53 possédaient un site d'attachement distinct de l'élément de 

réponse de la fonne normale de p53. La mutation des sites consensus pour p53 sur le 

promoteur de ga/ectine-7 nous permettrait de déterminer si la liaison des mutants p53 

observée in vivo se produit dépendamment ou indépendamment des éléments de réponse de 

p53. D'autres études suggèrent aussi que les mutants p53 activaient la transcription des gènes 

en interagissant directement avec NF-KB sur les éléments KB. Pour déterminer cela, nous 

pourrons réaliser une immunoprécipitation des mutants p53 par ChiP sur le promoteur de 

ga/ectine-7 muté sur les éléments KB, dans les cellules MDA-MB-468. 

L'interaction de NF-KB avec les mutants p53 peut aussi être nécessaire pour permettre 

l'ouverture de la chromatine ou pour stabiliser ce complexe sur les promoteurs des gènes 

[338, 372]. Nous avons observé que contrairement au MCF-7P53
w

1
, les cellules MDA-MB-

453pSJnun traitées à la doxorubicine n'exprimaient pas ga/ectine-7. Il est suggéré que les 

complexes NF-KB induits par la doxorubicine ne sont pas stables sur l'ADN [418]. Il est donc 

possible que l'absence d'une expression fonctionnelle de p53 dans les cellules MDA-MB-453 

empêche la stabilisation de NF-KB sur le promoteur de galectine-7. Des analyses par re-ChiP 

(deux ChiP effectués successivement avec deux anticorps, soit ici p53 et NF-KB) pourront 

être effectuées pour confirmer si la présence de ces deux facteurs est nécessaire sur le 

promoteur de ga/ectine-7 pour induire ce gène. Ces données pourront être comparées dans 

plusieurs types cellulaires présentant différents statuts de p53 afin de déterminer si 

l'interaction de NF-KB avec p53 sur le promoteur de ga/ectine-7 dépend de l'état de type 

sauvage ou muté de ce dernier. De même, nous pourrons déterminer si, dans les cellules qui 

expriment constitutivement galectine-7 comme MDA-MB-468, les mutants p53 peuvent co­

immunoprécipiter sur le promoteur de ga/ectine-7 avec des complexes associés à la 

modification de la chromatine comme les histones acétyl transférases, p300/CBP, etc. [419]. 

Ces données nous informeraient si les mutants p53 sont impliqués dans l'ouverture de la 

chromatine, permettant la transcription du gène ga/ectine-7. 
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CIEBPP: une voie d'activation alternative pour l'expression de ga/ectine-7 

De façon surprenante, en mutant spécifiquement le site consensus pour NF-KB (L\147-

145) sur le promoteur de ga/ecline-7, nous avons observé non pas une diminution, mais une 

augmentation significative de l'activité de ga/ectine-7 dans les cellules MCF-7. L'analyse de 

cette région du promoteur a démontré qu'en plus de NF-KB et de p53, un autre site consensus 

pour le facteur de transcription C/EBPf3 se superposait à l'élément KB. En mutant le site NF­

KB, nous avons permis au facteur de transcription CIEBPf3 de se lier à son site consensus. 

Pam1i les trois isoformes (C/EBPf3-l, C/EBPf3-2 et C/EBPf3-3) codées par C/EBPf3, CIEBPf3-

2 présente un meilleur potentiel de transactivation des promoteurs. Contrairement à CIEBPf3-

l, l'expression de C/EBPf3-2 a été associée à la carcinogenèse mammaire (379, 400]. Nous 

avons déterminé que l'isoforme CIEBPf3-2 pouvait activer la transcription du gène ga/ectine-7 

dans plusieurs lignées cellulaires de carcinomes mammaires. En analysant la liaison des 

facteurs de transcription C/EBPf3 et NF-KB sur le promoteur endogène de ga/ectine-7 dans les 

MCF-7 par ChlP, nous avons observé une liaison prédominante de NF-KB p50 au niveau de la 

région de -200 à +1 pb de l'A TG. Par contre, lorsque nous avons surexprirné CIEBPf3-2, une 

forte liaison de cet isoforme a pu être observée sur cette région du promoteur en parallèle à 

une diminution de la liaison de NF-KB p50. Les facteurs de transcription NF-KB p50 et 

CIEBPf3 semblent donc compétitionner pour le même site de liaison sur le promoteur de 

galectine-7. Cependant, alors que le facteur NF-KB p50 ne semble pas être associé à une 

expression de ga/ectine-7, le facteur CIEBPf3 est capable à lui seul d'induire l'activation 

transcriptionnelle de ga/ectine-7. 

Ces données suggèrent donc qu'une surexpression du facteur de transcription 

CIEBPf3 serait suffisante pour induire l'expression de galectine-7 dans des lignées de 

carcinomes mammaires où galectine-7 est normalement réprimée. Des expériences 

supplémentaires de ChlP de CIEBPf3 sur le promoteur de galectine-7 dans d'autres lignées 

cellulaires présentant une forte activité du facteur CIEBPf3 permettraient de confirmer ces 

données. L'utilisation de siRNA de CIEBPf3 dans des lignées cellulaires qui expriment 

constitutivement galectine-7 pourrait aussi être envisagée afin de démontrer que ce facteur est 

impliqué dans l'expression de ce gène. 
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2. Implication de ces résultats dans l'expression anormalement élevée de galectine-7 

dans le cancer du sein 

Nos données suggèrent que l'altération de l'expression de l'un des facteurs de 

transcription p53, NF-KB ou CIEBP~ pourrait avoir une influence sur la régulation 

transcriptionnelle du gène ga/ectine-7 dans le cancer du sein. Par ces résultats, il serait donc 

possible d'expliquer pourquoi galectine-7 présente une expression anonnalement élevée dans 

plusieurs cancers, dont le cancer du sein. D'une part, elle pourrait être régulée par les mutants 

p53 qui sont fréquemment observés dans le cancer du sein. D'autre part, son expression 

pourrait aussi être induite par C/EBP~ dans les tumeurs mammaires qui ne présenteraient ni 

d'altérations du gène TP53, ni une activation constitutive de NF-KB. L'expression de ces 

facteurs de transcription ayant été associée spécifiquement aux carcinomes mammaires de 

sous-type basal [261, 336, 379], il n'est donc pas surprenant que ce soit dans ce sous-type que 

galectine-7 présente une expression anormalement élevée [ 186]. Nous avons aussi démontré 

que la présence de mutants p53 dans la cellule n'était pas suffisante pour induire l'expression 

de ga/ectine-7 et qu'elle nécessitait l'activation de la voie NF-KB. Ces résultats sont 

compatibles avec l'hypothèse que si les mutants p53 pouvaient seuls induire l'expression de 

galectine-7, toutes les tumeurs présentant une altération de ce gène exprimeraient des hauts 

niveaux de galectine-7. Or, plusieurs lignées cellulaires présentant des mutants p53 

n'expriment pas galectine-7, comme les cellules MDA-MB-231. La probabilité qu'une 

expression anormale simultanée des facteurs de transcription NF-KB et des mutants p53 soit 

observée dans les tumeurs mammaires reste cependant élevée. En effet, l'activation 

constitutive de NF-KB dans le cancer du sein peut être induite par les mutants p53 [338]. Nous 

avons d'ailleurs observé une induction de l'activité NF-KB par les mutants p53 dans plusieurs 

lignées cellulaires dans notre étude. 

Pour confirmer 1 'implication de ces différents facteurs de transcription dans 

1 'expression anormalement élevée de galectine-7 dans le cancer du sein, nous pourrons 

analyser par immunohistochimie l'expression de ces facteurs de transcription dans différents 

échantillons de tumeurs mammaires. De même, 1 'utilisation de modèles murins déficients 

génétiquement en l'un de ces facteurs de transcription ou à l'inverse des souris transgéniques 

surexprimant 1 'un de ces facteurs, pourraient être des alternatives pour confirmer ces données. 

L'expression de galectine-7 pourrait alors être analysée dans des échantillons de tumeurs 

mammaires induites dans ces différents modèles murins afin de déterminer l'impact de 

l'absence ou, au contraire, de la surexpression de l'un de ces facteurs. Les sites de liaison pour 
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ces facteurs de transcription sont très conservés entre les promoteurs murins et humains de 

ga/ectine-7 (Figure 9). La confinnation de ces résultats dans des lignées cellulaires murines 

serait au préalable nécessaire. 

Une expression anormalement élevée de galectine-7 a aussi été associée à d'autres 

types de cancer (thyroïde, ovaire, lymphome, pancréas ... ). Nous pourrons déterminer si les 

facteurs de transcription p53 de type sauvage ou muté, NF-KB et/ou CIEBPp, sont impliqués 

dans cette expression anormale de galectine-7 dans d'autres cancers. C'est le cas, par 

exemple, de galectine-3 dans le cancer de la thyroïde. Une corrélation positive entre les 

mutants p53 et la protéine anti-apoptotique galectine-3 dans le cancer de la thyroïde a été 

observée [256]. Dans le lymphome non hodgkinien où des niveaux anormalement élevés 

galectine-7 ont été observés, les mutants p53 les plus fréquemment retrouvés sont Rl75H, 

R273H et R248W, comme dans le cancer du sein (données tirées de la base de données: 

p53.free.fr). Nous pourrons déterminer s'il existe aussi une association entre l'expression de 

ces mutants et galectine-7 dans ce type de lymphome. 

3. Implication de ces résultats dans l'expression spécifique de galectine-7 dans les 

cellules myoépithéliales 

Nous n'avons pas déterminé si l'expression spécifique de galectine-7 dans les cellules 

myoépithéliales mammaires était associée à l'un ou à plusieurs de ces facteurs de 

transcription. Si on se réfère à la littérature, une expression des facteurs de transcription p53, 

NF-KB ou C/EBPP, n'a pas été spécifiquement associée aux cellules myoépithéliales 

mammaires. Cependant, il est possible que dépendamment de la nature du complexe 

multiprotéique et de la disponibilité de ces facteurs, la régulation du promoteur de galectine-7 

puisse être modulée différemment selon le type cellulaire. Dans cette étude, nous avons 

uniquement utilisé des lignées cellulaires de carcinomes mammaires. Plusieurs lignées 

cellulaires épithéliales non tumorogéniques sont disponibles (MCF-12A, MCF-12F, MCF-

10A, lfl-B-100, etc., ATCC, http://www.atcc.org). Au laboratoire, nous avons démontré que 

les cellules MCF-1 OA présentaient de hauts niveaux en ARNm et en protéine de galectine-7. 

Ces cellules expriment un p53 de type sauvage. Cette lignée cellulaire pourra être utilisée 

comme modèle afin de déterminer si les facteurs de transcription p53, NF-KB et CIEBPP 

peuvent être impliqués dans 1 'expression constitutive de galectine-7 dans ces cellules. 

Cependant, 1 'utilisation de ces lignées cellulaires ne permettra pas de distinguer le sous-type 

basallmyoépithélial du sous-type luminal normal puisque les MCF-10A ne présentent pas de 
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caractéristiques de l'un ou de l'autre de ces sous-types. Une analyse immunohistochimique de 

l'expression de ces facteurs dans différents échantillons tissulaires de la glande mammaire 

normale pourrait être envisagée afin de démontrer leur présence dans les cellules 

myoépithéliales où galectine-7 est exprimée. Une autre alternative serait d'utiliser les modèles 

murins cités dans le paragraphe précédent. En effet, si 1 'un de ces facteurs est essentiel à 

l'expression de galectine-7 dans les cellules myoépithéliales, aucune expression de galectine-

7 ne serait détectée dans ces cellules dans des souris déficientes génétiquement en ce facteur. 

Plusieurs hypothèses pourraient aussi expliquer la spécificité d'expression de 

galectine-7 dans les cellules myoépithéliales mammaires. Il est possible qu'un autre facteur de 

transcription soit responsable de la régulation transcriptionnelle de galectine-7 spécifiquement 

dans ce type de cellule. Par exemple, le facteur de transcription p63, et plus particulièrement 

l'isoforme dNp63, est impliqué dans la régulation des épithéliums stratifiés. Il est aussi un 

marqueur nucléaire des cellules myoépithéliales mammaires [17, 420]. Comme l'expression 

de .1.Np63 n'a pas été détectée dans la majorité des carcinomes mammaires invasifs [281], ce 

facteur pourrait par contre être responsable de 1 'expression constitutive de galectine-7 dans les 

cellules myoépithéliales mammaires. Aucun site de fixation pour p63 n'a été observé sur le 

promoteur de galectine-7. Cependant, p53 et p63 présentent une forte homologie structurelle, 

ce qui suggère que ces deux facteurs pourraient lier les mêmes séquences d'ADN et activer 

des promoteurs communs [274]. Le facteur p63 pourrait donc activer le promoteur ga/ectine-7 

en se liant aux éléments de réponse de p53 présents sur le promoteur. Plusieurs expériences 

comme des ChlP de p63, l'utilisation d'antisens de p63 ou la surexpression de l'isoforme 

dNp63 dans des lignées cellulaires épithéliales normales pourront être réalisées afin 

d'investiguer cette hypothèse. 

L'expression spécifique de ga/ectine-7 dans les cellules myoépithéliales mammaires 

pourrait aussi être due à des mécanismes de régulation épigénétiques. Des données tirées de 

NCBI démontrent que le promoteur de ga/ectine-7 présente un profil méthylé dans les cellules 

mammaires luminales et non dans les cellules myoépithéliales (Figure 8). De façon 

intéressante, la région du promoteur de ga/ectine-7 qui semble être méthylée dans les cellules 

luminales débute à environ -150 pb de l'ATG. Nous avons déterminé qu'une mutation des 

nucléotides de -145 à -140 pb de l'ATG abolissait significativement l'activité du promoteur 

de ga/ectine-7 dans plusieurs lignées cellulaires de carcinomes mammaires. Plusieurs 

dinucléotides CpG sont présents dans cette région dont un situé sur le site de liaison de NF­

KB à -147 pb de l'ATG. La méthylation de l'ADN est un mécanisme reconnu pour moduler 
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l'expression des gènes au niveau transcriptionnel [421]. Il est donc possible que la liaison des 

facteurs de transcription p53, NF-KB et/ou C/EBPJ3 sur le promoteur de ga/ectine-7 soit 

contrôlée par la méthylation de 1 'ADN dans les cellules épithéliales mammaires. Nous avions 

déjà observé que l'expression de ga/ectine-7 pouvait être induite par un agent déméthylant, le 

5-aza-2' -deoxycytidine, dans différents modèles de lignées cellulaires où l'expression de 

galectine-7 est normalement réprimée [ 422] et dans la lignée de carcinomes mammaires 

MCF-7. 

D'autres facteurs de transcription pourraient aussi réguler de façon négative la 

transcription du gène ga/ectine-7 dans les cellules luminales mammaires. Par exemple, 

plusieurs études démontrent que GATA-3, qui est un facteur de transcription essentiel à la 

différenciation des cellules luminales mammaires [423], peut aussi réprimer certains gènes 

[424]. Une corrélation négative a été observée entre l'expression de galectine-7 et GATA-3 

dans différents échantillons de carcinomes mammaires [ 186]. Plusieurs sites consensus pour 

le facteur de transcription GATA-3 sont présents sur le promoteur humain de ga/ectine-7. 

Afin de déterminer si ce facteur est impliqué dans l'inhibition de 1 'expression de galectine-7 

dans certaines cellules, plusieurs expériences peuvent être réalisées. Par exemple, l'utilisation 

de siRNA de GATA-3 et des analyses de ChiP pour ce facteur dans des cellules présentant un 

phénotype de type luminal pourraient être réalisées. De même, la surexpression d'un vecteur 

d'expression codant pour GATA-3 dans des lignées cellulaires exprimant constitutivement 

galectine-7, comme les cellules MDA-MB-468, nous permettrait d'évaluer si ce facteur peut 

inhiber l'expression de galectine-7. 

4. Implication de ces résultats sur la fonction de galectine-7 dans le cancer 

Nous avons démontré que p53 et NF-KB pouvaient réguler la transcription du gène 

galectine-7 et que la présence de ces deux facteurs semblait être requise sur le promoteur de 

ce gène pour l'activer. D'un côté, ces résultats sont surprenants étant donné que ces deux 

facteurs de transcription sont connus pour réguler des gènes dont les fonctions sont opposées. 

Alors que le facteur p53 est associé à l'expression de gènes favorisant l'apoptose, le facteur 

NF-KB est à l'inverse impliqué dans l'activation de gènes anti-apoptotiques [283, 339]. En 

plus, il est rare qu'un même gène puisse être à la fois activé par p53 de type sauvage et par ses 

formes mutées. D'un autre côté, cela donnerait une explication à la fonction paradoxale de 

galectine-7 dans l 'apoptose. L'habileté du facteur de transcription NF-KB à avoir une fonction 

pro- ou anti-apoptotique sur les promoteurs des gènes cibles peut être déterminée par la 
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présence du facteur p53 de type sauvage ou muté. En effet, p53 de type sauvage peut induire 

l'activation de NF-KB et dans ce contexte, NF-KB présente des fonctions pro-apoptotiques 

[371]. À l'inverse, les mutants p53 peuvent induire une activation constitutive de NF-KB ce 

qui mène à l'expression de gènes anti-apoptotiques [338, 370, 371]. Il est donc possible que 

suivant la présence de p53 de type sauvage ou muté dans les cellules cancéreuses, galectine-7 

puisse être impliquée dans des fonctions pro ou anti-apoptotiques. Si cela est bien le cas, cela 

pourrait aussi expliquer le paradoxe que galectine-7 puisse être pro ou anti-tumorale dans 

certaines tumeurs. Des expériences pourront être faites afin de déterminer si le statut de p53 a 

un impact sur les fonctions de galectine-7 dans l'apoptose. 

S. Impact clinique de ces résultats dans le cancer 

Des niveaux élevés de galectine-7 ont été observés chez les patients atteints de 

carcinomes mammaires de hauts grades, notamment ceux avec un phénotype de type basal 

(i.e. négatifs pour ER, PR et HER-2). Aucun des carcinomes mammaires de bas grade ou de 

type luminal n'est positif pour le marquage de galectine-7. C'est pourquoi il a été suggéré que 

galectine-7 pouvait être utilisée comme biomarqueur afin d'identifier plus précisément ces 

carcinomes mammaires de haut grade. Nos résultats pourraient avoir un impact sur la 

prévention des cancers du sein de sous-type basal. D'une part, la présence de mutants p53 

associée à une activation constitutive de NF-KB ou à une expression élevée de CIEBPP dans 

des tumeurs mammaires permettrait de prédire une altération de 1 'expression de galectine-7, 

un mauvais pronostic de survie et un risque élevé de métastases. D'autre part, l'analyse de 

1 'expression de galectine-7 pourrait être utilisée afin de déterminer si un agent thérapeutique, 

dirigé contre p53 et/ou NF-KB, est efficace. 

À plus long terme, il sera peut-être possible d'associer l'expression anormale de 

galectine-7 à des mutants spécifiques de p53 dans certains cancers. Ces mécanismes 

moléculaires pourraient aussi être une cible thérapeutique dans 1' inhibition de galectine-7 

dans le cancer du sein. La voie d'activation de p53 constitue déjà une cible thérapeutique 

majeure dans le traitement de certaines pathologies et cancers. En effet, plusieurs approches 

sont suggérées pour l'activation de p53 de type sauvage ou de la réactivation des fonctions 

des mutants p53 dans les cellules cancéreuses [ 425]. Cependant, il sera nécessaire de 

déterminer au préalable l'impact de la présence de p53 de type sauvage ou muté sur les 

fonctions de galectine-7 dans les cellules cancéreuses, notamment lorsque NF-KB est 

constitutivement activé. En effet, si la coopération de p53 et de NF-KB est associée à des 
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fonctions pro-apoptotiques de galectine-7, l'inhibition de NF-tcB dans des tumeurs qui 

présenteraient un p53 de type sauvage pourrait alors diminuer et non augmenter la réponse 

thérapeutique. Si la réponse pro ou anti-apoptotique de galectine-7 dépend de la présence de 

p53 de type sauvage ou muté dans les cellules cancéreuses, cela peut avoir des conséquences 

majeures dans la chimiorésistance de certaines patientes. En effet, certaines patientes atteintes 

d'un cancer du sein avancé présentent une résistance à certains traitements 

chimiothérapeutiques [426]. Plusieurs mécanismes sont impliqués dans cette 

chimiorésistance, dont la dérégulation de l'apoptose. Des traitements thérapeutiques qui 

cibleraient l'activation de p53 pourraient favoriser la résistance à l'apoptose au lieu de 

l'inhiber si galectine-7 induite par p53 présente des fonctions anti-apopototiques. Prédire la 

réponse aux traitements chimiothérapeutiques est donc essentiel pour cibler une meilleure 

stratégie thérapeutique. Plusieurs marqueurs ont été étudiés dans le but d'établir une 

prédiction de la réponse des traitements, mais peu semblent efficaces. 

Les mécanismes de régulation de galectine-7 par p53 de type sauvage ou muté, NF-tcB 

et/ou C/EBPf3 dans les cancers du sein avancés pourraient donc être une nouvelle cible pour 

les thérapies anti-cancers, pour la prédiction de la réponse et des possibles rechutes au cours 

des cinq années suivant les premiers traitements. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE 
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Ces résultats apportent de nouvelles infonnations sur la régulation transcriptionnelle 

de ga/ec:tine-7 qui était jusqu'à présent peu caractérisée. Nous avons découvert que les 

facteurs de transcription p53 de type sauvage ou muté, NF-KB et/ou C/EBP~ sont impliqués 

dans la régulation transcriptionnelle de ga/ectine-7. Un modèle du contrôle de l'expression de 

ga/ec:tine-7 peut être envisagé à partir de ces données (Figure 14). Par ces mécanismes de 

régulation, galectine-7 serait donc directement impliquée dans les processus biologiques qui 

mènent au développement et à la progression tumorale. 

L'implication des mutants p53 dans l'activation du promoteur de ga/ectine-7 n'avait 

jamais été démontrée dans d 'autres études jusqu'à présent. Cette donnée nous pennettra peut­

être d'expliquer l'expression anonnalement élevée de galectine-7 dans certains cancers, mais 

aussi sa fonction apoptotique ambivalente. 

Nous avons aussi identifié une nouvelle voie de régulation, celle de C/EBP~, 

indépendante de p53 et de NF-KB qui induirait l'expression de galectine-7 dans les cellules du 

cancer du sein. Ces résultats pennettraient d'expliquer pourquoi galectine-7 est induite dans 

les cellules cancéreuses qui n'exprimeraient pas des fonnes mutées de p53 ou qui ne 

présenteraient pas une activation constitutive de NF-KB. 

Pour la suite de ces études, il sera essentiel, d'une part, de détenniner l'impact de ces 

mécanismes moléculaires, notamment pour les mutants p53, dans les fonctions de galectine-7 

dans le cancer du sein. D'autre part, nous pourrons analyser ces mêmes mécanismes 

moléculaires dans les autres cancers ou galectine-7 présente une expression altérée. 
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Figure 16. Modèle de régulation du promoteur galectine-7 par p53, NF-lCB et C/EBPf3 
dans les cellules épithéliales mammaires normales et dans le cancer du sein. Dans les 
cellules myoépithéliales mammaires, les facteurs de transcription p53, NF-KB et CIEBPf3 
pourraient coopérer ensemble sur le promoteur de ga/ectine-7 pour induire l'expression 
constitutive de ce gène dans ces cellules. La présence du facteur de transcription NF -KB serait 
requise sur le promoteur de ga/ectine-7 pour que p53 puisse activer ce gène et vice-versa. 
Galectine-7 induite par ces facteurs pourrait être impliquée dans le contrôle de la prolifération 
et de l'homéostasie des cellules myoépithéliales. Dans les cellules luminales mammaires, 
l'expression de galectine-7 serait réprimée par la fixation d'homodimères de NF-KB p50 
transcriptionnellement inactifs sur le promoteur. Dans le cancer du sein et plus 
particulièrement dans les carcinomes mammaires de sous-type basal, une expression altérée 
des facteurs de transcription NF-KB et CIEBPJ3-2 et du gène TP53 induirait une expression 
anormalement élevée de ga/ectine-7. Dans ce cas-ci, galectine-7 pourrait être associée à la 
prolifération et à la résistance à l'apoptose des cellules cancéreuses. Les membres de la 
famille NF-KB impliqués dans la régulation de galectine-7 n'ont pas été identifiés dans cette 
étude et devront faire l'objet d'investigations futures. 
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ANNEXE A 

Potentials directions for drug development against galectine-7 in cancer. 

St-Pierre Y, Biron-Pain K, Campion CG, Lavoie G, Bouchard F, Couillard J. 
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Frédéric Bouchard & Julie Couillard 
INRS-lmrinll Anmmd-Frappür. Lalltli, Qulbrr. Canada 

Background: Galectins are a family of proteins defined by having at /east 
one characteristic carbohydrate recognition domain (CRD) with an affinity 
for beta-ga/actosides. Over the recent years, with a better understanding of 
their ro/e in normal and patho/ogical conditions, they have emerged as 
promising diagnostic and therapeutic targets in cancer. Whereas most of 
these studies have focused on galectin-1 and galectin-3, very little attention 
has been paid to galectin-7, a member of the family that has recent/y been 
associated with various forms of cancer. Objective: We review the role of 
galectin-7 in cancer and examine the possible directions that could be 
exploited to inhibit its role in cancer on the basis of recent/y identified 
galectin ligands. Conclusion: Although efforts have been made to develop 
drugs aimed at inhibiting the cancer-promoting propensity of galectins, 
most of these inhibitors were specifie for the CRD region of the molecule 
and have focused on extracellular functions of galectins. However, galectins 
may also be involved in protein-protein interactions, most notably in the 
nucleus. As galectin-7 is expressed in the cytoplasm and the nucleus in cancer 
cells, it will be important to investigate its nucleocytoplasmic trafficking 
and how putative drugs will affect its functions in cancer. 

J(,:ywonb: antiscnse, cancer, carbohydratc recognition domain, galectins, melastasis, peptides, 

structure-bascd drug design 

Expm Opin. Dmg Dis~ov. (2009)4(6): 1-/0 

1. Introduction 

Inhibition of galccrins for the rrcatmcnt of discascs, such as cancer and inflammarion, 
has rcccntly becomc an arca of intense inrcrcst. One of the rcasons why simple 
and cffccrive drugs for inhibiting selective galectins have scldom emcrgcd is probably 
rhar only limired rcsearch groups have so far been involved in rhis arca of 
research. The low-affiniry carbohydrate-mediated interactions also impair the 
dcvclopmenr of affiniry/sclective inhibirors. Ir is, rherefore, cssenrial to gain a bercer 
knowledge of rheir functions so as ro approach rhem from new perspectives ro 
possibly design novel ways to inrerferc wirh its function or with their regulation 
at the gene lcvd. Here, wc use galcctin-7 as an example. The fu.ncrional mechanism 
of this member of the galectin family remains largcly unknown, yet there 
are increasing indications d1at inhibiring irs funcrions may prevcnt merasrasis 
and ncoplasric progression. Wc prcdicr thar looking at galccrins from a fresh 
angle will lead to dle devclopment of drugs thar could be used to prcvent meir 
tumorigenic functions. 
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z. Galectins 

Galecrins consritute a family of !ecrins defined by shared 
consensus amino acid sct]Uenccs :md affiniry for bcra-galacrose­
containing oligosaccharidcs 111. The binding of a glycocpitopc 
depends on the presence of a carbohydrare recognition 
domain (CRD) of- 130 aa locarcd in the C-rerminal end 
of the prorein IZ.J). Galectins arc normally found in the 
(.:ytoplasm or in the extraccllular spacc. ln the larrcr case, 
this is probably owing ro a non-dassical sccrctory parhway, 
as ali mcmbers do not have a signal sequence, which would 
he rcquircd for protcin secretion through the classical sccre­
tory pathway. ln the cxtraccllular spacc, galcctins can rhus 
hind and crosslink ccli-surface glycoconjugares, sorne of 
which arc rransmcmbranc protcins, thcreby rriggering a cascade 
of transmembr:mc signaling events )4·71. For cxample, galccrin-9 
can interact wirh carbohydrarcs on Tim-3 exprcsscd on the 
surface of T hclpcr type 1 (TH 1) cells, rhcreby inducing the 
ccli dcarh parhway in TH 1 cclls and rhus downrcgularing 
1'11 1 rcsponses )Hl. Therc is, however, incrcasing evidence 
thar galccrins arc also expresscd in the nucleus of various ccli 
rypcs. Whereas galccrin-1 has been found in cl1c nucleus of 
normal T lymphocytes subpopularions l'>J, high lcvcls of 
galccrin-3 in the nucleus have bccn associatcd wirh tumor 
progression of mdanoma cells 1101. Tmnslocation of galcctin-1 
to the nucleus has also bccn shown to occur aftcr trcarmem 
with chcmothcrapcuric agents (Il). Titis suggcsrs thar irs 
activity is highly rcgulatcd ar the ccli levcl, in addition to 
bcing specifie to ccli types and devclopmenral stage 11.121. In 
facr, galectins arc important in severa! physiological processes, 
including embryonic dcvclopmcnt, wound hcaling, apoprosis, 
intercellular adhesion, ccli migration and rhc immune 
response. Most importanrly, rhcrc arc severa! studics showing 
thar abnormal galccrin acriviry is associarcd with rumorigenesis 
and promorcs mcrasrasis [Ill. 

3. Galectin-7 

Galecrin-7 was inirially dcscribed as a marker of the differcn­
tiation of kcratinocytcs by Magnaldo and colleagues 1141. 
Galcctin-7 is also cxprcsscd in the sheath of the hair folliclc, 
in the csophagus and oral cpithclia, in the cornca and the 
Hassal's corpuscles of the thymus [15). Ir is essen rial in epithelial 
ccli migration and in the re-cpithclization of corneal and/or 
epidcrmal wounds [16-18). Galecrin-7 is also strongly associated 
with ultraviolet B (UVB)-induced apoptosis in epidermis as 
sunburn ccli corresponding to apoptoric keratinocytes express 
abnormally high levds of galet:rio-7 [19). ln facr, galecrin-7 
was aJmost cxclusive)y considcred a negative rcgulator of cell 
proliferation since its discovery by the group of Bert 
Vogclstein as one of the 14 transcriprs out of 7,202 induced 
in colorecral cancer ecUs by the expression of p53, wbose 
main funcrion is to control apoptosis 1201. lndccd, whereas 
sorne rescarchers have shown mar galecrin-7 can inducc 
apoptosis in Hela ecUs 1211 or ovcrcornc the chemorcsistancc of 

urorhclial can:inoma cclls llll, othcrs have shown thar binding 107 
of galecrin-7 ro ccli surface rcccprors can rriggcr signais thar 
in f.u:t rcducc neuroblastoma ccli growth, although wirhour the 
charJctcrisric fè:atures of apoptosis (.!.il. Similar resulrs have 110 
bcen found in the DLD-1 colon cancer cclls 114). This abiliry 
of galcctin-7 to inducc apoprosis in sorne type of cancer cclls 
is not surprising. ln facr, ir is reminiscent of orher mcmbcrs 
of the galcctin f~mily, such as galccrin-3, gab:rin-8 and 
galcctin-9, which have also bccn shown to inducc apoptosis 115 
in different types of cancer ccli lincs [25.211). 

4. Galectin-7 in tumor progression 

Ar first glanee, galccrin-7 should aid in the elimination of 120 
tumor cclls bccause irs expression is induced by p53 and ir 
is uprcgulatcd in apoproric cclls. Ir may also rcducc tumor 
growth indcpendcnrly from apoprosis, as suggcsted by 
Matsui and collcagucs 1221 who showcd that ahhough over­
cxprcssion of galcctin-7 aJonc, fullowing gene transfcr in 125 
bladdcr rumor-derivcd ccli lines, did not induce apoptosis 
per s~. ir was noncthcless sufflcicnr ro confer increascd 
susccptibility to cis-diamminediclllomplatinum (CDDP)-indua.'d 
ccli killing in vitro. 

ln sharp conrrast to the inruitivcly negative rolcs playcd 130 
by galccrin-7 in colon cancer, howcvcr, Lu ~~al. [271 rcporrcd 
thar galccrin-7 is ovcr-exprcssed in chcmically induced 
experimental mammary carcinomas. Thcse authors have spc­
cifically shown thar the expression of galcctin-7 was rcstrictcd 
to the mammary tissue and was not derccred in any other 135 
tissues examined in the adult rat, rhus providing the first 
indication thar galcctin-7 could be associatcd with tumor 
progression. Rorive ~t al. )lR) latcr obscrvcd thar galectin-7 
expression was markedly highcr in different forms of papillary 
carcinomas than in bcnign rhyroid tumors. High lcvels of 140 
galcctin-7 expressions have also been associated wirh rapid 
recurrence rares and dismal prognosis in stage IV hypopha­
ryngeal squamous ccli carcinomas )29). Following this line of 
investigation, our laboratory showed thar galcctin-7 was consri­
rurively exprcssed in aggrcssive lymphoma variants, at both 145 
mRNA and protein levels [30). ln fact, wc found thar whcreas 
galecrin-7 is nor dctecrablc in normal lymphocyte populations 
of T and B cell origins, ir is exprcssed at very high lcvels in 
various populations and T and B lymphoma cells 131). 

Whercas the analyses presenrcd carlier provided evidence 150 
rhat galecrin-7 was expressed at higher levcls at a specifie 
stage of neoplasric progression or was absent in the healthy 
statc, they did not determine whether its presence was in 
any way associated with the discase proccss or whed1er ir 
was merely an ancillary event. Our recent work in lymphoma, 155 
bowever, has providcd compdling evidence thar galcctin-7 plays 
a central role in discasc progression. Using an experimental 
mousc modcl, we found thar mice injecred with lymphoma 
transfcctants, expressing galecrin-7 constitutively, dcvelopcd 
large metastatic rumors in the livcr and kidneys with a massive 160 
infiltration of rumor cells in the parenchyma. In contrast, in 161 
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micc injcctcd with control lymphoma cclls thar do nor 

express galectin-7 only fcw scattcred foci of tumnr cclls with 
limitcd infiltration wcrc obscrvcd (:Ill. Wc also lè>Und that 
expression of galcctin-7 ovcrcomes the resistance of micc 
thar wcrc otherwisc gcnL'tically resistant ro lymphmna dissemi­
nation. Most imponantly fOr a potential thcrapcutic application, 
wc found thar supprcssing galcctin-7 expression using an 
amiscnsc stratcgy incrcascd the survival of micc by rcducing 
the mctastasis of lymphoma ce Ils l:\11. ln addition to showing 
for the first rime thar galcctin-7 could promotc malignanq•. 
thcsc rcsults providc a rarionalc for dcvcloping novel thcrapcuric 
tools against galccrin-7 in cancer. 

s. Molecular mechanisms implicating 
galectin-7 in cancer progression 

One hypothesis thar has bcen put forward ro explain how 
galcctin-7 promotcs tumor progression and mcrastasis says 
thar galccrin-7. likc othcr mcmbcrs of the galccrin family. is 
funcrionally linkcd to exrraccllular marrix (ECM) remodcling 

by mcans of irs association wirh mcmbers of the MMP family 
of cxrraccllular prorcascs. MMPs constitutc a large tàmily of 

zinc-dependent protcascs thar can degrade most ECM protcins 
as weil as nonmarrix subsrrarcs, such as chcmokines, growrh 

factors and rcccptors, indicating thar MMPs influence a 
wide array of physiological and pathological proccsscs (J.II. 

One of thesc prorcascs is the 92-kDa type IV collagenasc 
commonly rcferrcd to as MMP-9. Ir is considercd a multi­
funcrional mcmber of the MMP family as ir sharcs, with 
MMP-2, a fibroncctin-likc type Il modules inscrtcd in irs 
catalyric domain, rhus providing MMP-9 a unique reper­
toire of substrarcs. Although severa! studies have reporred 
thar the rclca.~c of MMP-9 corrclatcd with the rumorigenic 
phenotype of various ru mor ccli types, the most compelling 
evidence for the involvcmcnt of MMP-9 in rumor invasion 
came from a study thar showcd thar the overproduction of 

this meralloprotcinase in nonmctastatic rat cmbryo cells 
conferrcd a mctastatic phenotype ro rhese cells (i<IJ. Sincc then, 

other studies using various approaches ro over-cxpress/supprcss 
the production of MMP-9 by the rumor or the peritumoral 
cells have confirmed this molecule's crucial role in tumor 

devclopmenr, most notably in glioma and lymphoma (35·3?1. 

lnterestingly, wc found rhat the increased tumorigeniciry of 
lymphoma cclls correlated with the ability of galectin-7 to 
induce MMP-9 expression. This hypothesis is based on our 
observations thar high levels of metastasis in lymphoma cclls 

induccd by the transkr of the gakctin-7 gene corrdatcs with 
higb lcvds ofMMP-9 expression (31). Morcover, in lymphoma 
cclls mat did not express MMP-9, the addition of recombinant 
galectin-7 induccd MMP-9 expression in bod1 mouse and 
human lymphoma cclls. Similar results werc recencly reported 
in breast cancer cclllines (Dcmcrs d al., unpublishcd obser­

vations). This correlation betwecn galecrin-7 and MMP-9 
has also been obscrved in rumor arcas of hypopharyngcal 
and laryngeal squamous cell carcinomas (40(. This suggests 
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rhar galecri n-7 could he involved in ECM remodding. 217 
rherehy increasing the invasiveness of tumor cclls. This 
hyporhcsis is supponed by previous studics showing thar 
anorhcr important rolc playcd hy galecrins with respect to 220 
rumor progression relates to thcir direct or indirccr involve-
mcru in cancer ccli migration lcading to the formation of 
metastases. Lcvels of galccrin-1. -:~ and -8, for instance, have 

bcen shown to modulatc cell-cdl and ceii-ECM contact to 
promotc integrin-mcdiatcd ccli adhesion and migration of 225 
rumor cells at different steps of mctastasis (13.41-4-11. Of 
course, interactions bctween dimcrs of galectin-7 cxpressed 
by rumor cclls and the carbohydratc portion of putative 
glycoconjugates on the surface of pcritumoral cells or ECM 
proteins may contribure to proliferation, aggregation and 230 
malignanr progn:ssion. Gcndronneau et al. have demon­

strarcd that galcctin-7 was locarcd on the podosomes of 
culrurcd kerarinocytcs migrating out of skin cxplants and 
co-locali7.cd witb cortactin and microtubules at the front 
cdgc of rhcse cclls (441. Podosomes are actin-rich contractile 235 
structures and are involvcd in the adhesion process of cells 
to solid substratcs initiating migration and tissue invasion (45). 

Alternativdy, such an association bctwcen galcctin-7 and 
MMP-9, or other MMPs, may also have a role in inflammation 
as MMPs parridpatc in modulating the dcavagc of mediators 240 
of inAammarion. Givcn the central role of inflammation in 
tumorigcncsis (46(, and possibly in mctastasis, as rcccnrly 

proposed (471, and as other mcmbers of the galcctin family 
have been involved in intlammatory processcs I4HI, this issue 

is cerrainly a poremial avenue of research. 24 5 

6. Exploiting galectin-7 in cancer therapy 
using naturat ligands 

Most of the efforts aimed at inhibiting galecrin functions 250 
have been focuscd on thcir CRD, using, for instance, narurally 
occurring carbohydratc ligands. As galectin-7 harbors a 
conserved CRD rhat is responsiblc for binding to carbohy-
drare such as N-acctyl-lactosamine, lactose, galacrose and 
galactosamine (491, wc have successfully used lactose to 255 
inhibit i11 vitro the ability of recombinant galectin-7 to 
induce MMP-9 in both human and murine tumor cells 1321. 
Wc also showed that lactose inhibits the constitutive expres-
sion of MMP-9 induccd by the over-expression of galectin-7 
in tumor cclls following gene transfection. indicating mat 260 
blocking galectin-7 via its CRD might inhibit metastasis 
formation in vivo. Whemer such natural ligands can be 
effeL-rive i11 l'ir'o remains, however, to be tested, although 
sorne studies have reported that chemically modit'ied citrus 
pecrin (MCP) when fed as a 1% solution in drinking water 265 
fur 1 week was able to reducc, to sorne extcnt, cancer mctastasis 
induced by MDA-MB-435 in a nude mouse modd (50). The 
citrus pectin is a heterogeneous, high-molecular weight 
branched polysaccharide mat can inhibit the binding of 
gal-3 to human umbilical vascular endothelial cclls (HUVEC) 270 
and the binding of galcctin-3 expressing cancer cells to 271 
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272 HUVEC 1~111, which have bcen shown to inhibir ~puntJnc­

ously formed merasrasis in prostate 1511, breast and colon 1~01 

cancers. A new ~orm of MCP. t:alled GCS-100, has becn 
275 shown to inducc apoptosis in purificd multiple mycloma 

cclls of patients Ùl t'itro 1~21 and has bcen approvcd as a 
single agem given intravenously in a Phase Il study in 
chronic lymphocyric leukemia (CIL) patients ro asscss clini­
cat acrivity and safcty. This carbohydrarc-bascd agent induccs 

280 apoptosis in mydoma cclls by supprcssing the anriapoptotic 
eftèct of galccrin-3 on cytochrome c and is now bcing tcstcd 
in clinical trial in patients with diffuse large B ccli lyrn­
phoma (OLBCL) and othcr hcmatological malignancics )53). 

lntcrcstingly, wc have shown rhat whercas normal individu-
285 ais have undctccrable galcctin-7 in thcir serum, somc patients 

with a wide range of hemarological malignancies, including 
DLBCL, express very high lcvcls of galcctin-7 in rhcir rumor 
cells. As ir is nor known whcther MCP has any affinity for 
orhcr mcmbcr of the galecrin fumily, including galectin-7. it 

290 will be rcmpting to determine wherhcr any putative thcra­
pcuric cffccr docs indccd disrupt galccrin-3 specifie func­
tions or wherhcr the obscrvcd effccts resulr from interference 
wirh other galcctin functions. 

295 7. Structure-based drugs 

Although the CRDs of different galecrins show structural 
homologies, chemists arc working on alternative strategies to 
design inhibitors for individual mcmbcrs of the galectin 

300 fumily. The use of strucrure-based drug design mcrhods 
using structural information, including new crystal 
forms 154-551 and ligand affinity data 1561. has yicldcd scvcral 
high-affinity and stable thiogalactoside-bascd inhibitors rhat 
prefcrentially bind to recombinant galcctin-3 in 11itro 157). 

305 Based on high-resolution X-ray crystal structures of the 
CRD of galectin-3 in complcx with a high affinity inhibiror 
has furthcr allowed to gain insight for affinity enhancemenr 
of the aromatic moiety of LacNAc derivatives, leading ro the 
identification of inhibitors with high affinity for galectin-3 

310 (Kd ~ 320 nM), suggesting thar tine-tuning can considerably 
increase the affinity of thcse inhibirors for galectins )5R). 

By replacing the N-acetyl glucosamine moiety by a non­
carbohydrate aglycon, they were then able to gain significant 
specificity for galectin-7 [591, indicating thar dcvelopmenr of 

315 high-affinity monosaccharide-derived galectin-7 -selective 
inhibitors is possible. More recently, promising leads with 
the capacity to inhibit the in vitro invasive behavior of the 
human A549 Jung cancer cdls and the PC-3 prostate cancer 
ecUs were generated for funher dt:vdopment of novel antitumor 

320 drugs fC.O). However, whcther the antimigratory effccts shown 
by thesc oompounds were galccrin-specific remains to be 
confirmed. Ncverthdess, as these compounds were prepared 
using thiodigalacroside 1 as a starting material, which is 
commercially available or, alternarively, thar can easily be 

325 synthesized from galactose, they are attractive from a rese-.trch 
326 and commercial point of view. 

Othcrs arc working on the synthcsis of wcdgc-like .U7 
glycodendrimcrs with sc..-vcral lactose rno1cncs using 
3.5 di-(2-aminocthoxy) bcnwic acid as the branching 
unit )c;l). Whcn tesrcd in solid-phasc t:ompctition assays, 330 
rhcsc glycodendrimers have bcen reporred ro successfully 
inhibit the binding function of galcctin-1. Studics compar-
ing their inhibitory capacity relative to monomeric com­
pounds arc highly in favor tor funhcr dc..-vclopmcnt of such 
glycobusrcrs as effective blocking reagcnts againsr g.tlccrins, J3'i 
suggcsting rhat combining such multivalent scaffolding wirh 
monovalent ligands is a promising avenue )61-C.:IJ. Syntheric 
lacrulosc amines (SLA) have also bccn dcscribed as potent 
and specifie inhibitors of galcctin-1 and galcctin-3 f64-6S). 

Thcre are rhrec kinds of SLA: 1) N-lacrulosc-octamethylene- 340 
diamine (1.00), 2) N,N-dilactulosc-octamcrhylcncdiamine 
(0-LOO) and 3) N,N-dilacrulose-dodccamcrhylcnediaminc 
(0-I.OO). Whereas LDO and 0-LOO have bccn shown to 
inhibit the in vitro binding of both galcctin-1 and galectin-3 
to puriticd 90K, a highly glycosylated ccii surfuce prorcin 345 
normally cxprcsscd on T cells, 0-LOD a.~ becn shown to 
interfere only with the binding of galcctin-1 )65(, indicating 
that a degree of specificity can be obtaincd using sorne of 
thesc compounds. Whcthcr such inhibitors arc efficient 
against galectin-7 remains unclcar. 350 

High throughput screening of peptides using phage display 
and combinatorial peptide library with knowledge-bascd 
input have both shown potential for gcncrating specifie 
inhibitors of galcctins. The phage display has proven to be a 
very powerful technique to identify short pentapeptides 355 
based on a common tyr-x-tyr motif of glycomimctic peptides 
thar can inhibir the binding of several galectins in the mil­
limolar range )(.6-67). Such peptides have proven to be very 
effective in thcir ability to inhibit in vitro the binding of 
galectin-3 ro the purified tumor-specific ·n1omsen-Fricdcnreich 360 
glycoantigen normally expressed on carcinoma cells )6R). 

Intcrcstingly, André et al. [69) have shown that the phage 
display mcthod has yielded sequences binding at or near the 
carbohydrate-binding site. Using labcl-free galecrin to dissociate 
phage-galectin complexes, thcse authors were able to select 365 
for peptides intcrfering with both protein-carbohydrate and 
protein-protein interactions. Although they were not success-
ful for ali galectins tested, suggesting thar eirhcr the phage 
library they had uscd might not have been optimal, or that 
not ali galectins mediate protein-protein interactions, this 370 
approach is ncverthelcss interesting as it opens the way to 
the devdopment of inhibitors thar could interfi:re with 
CRD-indcpendcnt functions of pattic.:ular galecrins. Moreover, 
peptides arc casier to synthcsizc than cubohydrates and rheir 
coding sequences can be readily integrated in genetically 375 
cngineered therapeutic approaches. 

a. Targeting protein-protein interactions 

Whereas the dcvelopment of drugs inhibiting galectins have 380 
by and large becn focused of CRD-specific interactions, the 381 
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Figure 1. Expression of galedln-7 ln normal human tissues. A. Expression of galectin-7 in the normal esophagus tissue showing 
modera te to strong nuclear and cytoplasmic staining in mucosal squamous epithelium. B. and C. Strong cytoplasmic and nuclear staining 
in squamous eptthehum and sebaceous glands. O. Strong expression of galeclln-7 tn thymtc dendntlc and epithelial cells, and lymphocytes 
showing frequent faint nuclear staining. No significant expression of galectin-7 is detected in skeletal muscle (E) and in thyrotd (F). 

idea rhat pcrhaps ancmion should also he dircctcd ro the 
nuclcar acriviry of galcctins thar would be indcpcndcnr of 
carbohydratc recognition is slowly cmerging. This possibiliry 
is supporrcd by studics such as those showing thar galectin-1 
and galccrin-3 bind to nuclcar prorcins of the spliccosomc 
complex and is rhus involvcd in prc-mRNA splicing 1701. 
This idea has rcccived the strong support of scveral investi­
gators, including Voss and colleagucs 1711 who showcd thar 
the splicing functions of galccrin-1 could be dissociatcd 
from its carbohydratc-binding activiry. In thcir work, they 
report thar a murant, unable to bind saccharidcs, rctained 
both its abiliry to reconstituee the splicing of galcctin-dcplctcd 
nuclear exrracts and its physical association with general 
transcriprion f.tctor 11-1 (TFII-I). TFII-1 is acrivated by a 
varicry of signaling pathways and is involved in both basal 
transcription and signal transduction activation or repression. 
Previous studics on galecrin-3 also showed thar specifie func­
rions of some galectins could be dissocia red from their CRD. 
Wang tt al. 1721 have indccd shown thar nuclear gJiectins 
can interact through protein-protcin interaction with a 
polypeptide splicing factor via their N-terminal domain of 
- 130 amino acids, which conrains severa! rcpcars of the 
PGAYPGXXX motif. As binding of galccrin-] to such splicing 
f.tcror is CRD-dependent, the observation mat galectin-3 is 
S 1 0-fold more efficient in reconstituting splicing activiry in 
galecrin-dcplered nuclear eKtracts compared to galcctin- l, 
suggcsts mat protein-protein interactions arc mc chief 
conrributors to this function. Whedter such a nuclear function 
is associatcd with galecrin-7 remains an intercsting possihiliry. 
Howcver, many researchers, including our group, have 

consisrcntly found high lcvcls of galcctin-7 in a cytoplasmic 412 
and nuclcar form. ln facr , microarray studics donc with cclls 
thar wcrc susccpriblc to apoptosis by galcctin-7 rcvcalcd thar 
most of the genes thar werc modulated by galcctin-7 have 415 
becn associatcd with inrraccllular functions, such as apoptosis 
and the rcdox-sr.uus. Although rhc aisrcncc of soluble forms of 
galccrin-7 has bcen documcnted 1731, high lcvcls of galectin-7 have 
bccn consistemly found in the cytoplasm and nuclei of various 
ccli types (Figure 1). The recent data from Sausscz tt al. 1741 420 
have also shown d1ar increascd aprcssion of galectin-7 in dys­
plasias wa.~ accompanicd by a shift from mc cytoplasmic 
compartmcnt to the nucleus. More specifically, they showed 
thar initiation of tumorigenesis in laryngcal squamous ccli 
carcinoma (LSCC) is associatcd with nuclcar localization of 425 
galcctin-7. In carcinomas ir is shifrcd back to cytoplasmic 
sires. This observation was specifie to galccrin-7 as the presence 
of galcctin-1, in contrast, rcmained in the nucleus during 
the course of malignant progression. Moreover, a recent study 
providcs support for the idca that galectin-7, likc other galectins, 430 
may also be cngaged in imracellular protein-protcin proccsscs. 
lnagaki tt ai. (751 have shown thar galectin-7 is a transcrip­
rional rcgularor mat anragonizes TGF-P-elicitcd stimulation 
of type 1 collagen and PAl-1 e~epression in responsc to HGF 
via prorein-prorein interaction with Smad3. In their study. 435 
lnagaki and colleagues have shown thar galectin-7-spccific 
siRNA inhibircd HGF-induced nuclear eKport of Smad3, a 
transcriprional f.tcror linked ro rhe TGF-B signaling cascade. 
ln cancer, Smad3 mediates the rumor-suppressor activiry of 
TGF-B, which regulates genes such as COLJA2, one of the 440 
chief components of mc ECM, and PAI-l, the principal 441 
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Table 1. Roles of galectin-7 in cancer. 

Cancer Cell/tissue Cancer stage Implication of galectin-7 Distribution Ref. 

Transformee! SV-40 transformed Transformed cells Expression of galectin-7 was ND 1141 
keratinocytes human keratinocytes found to be suppressed by 

retinoic actd 

Mammary Rat ND Over-expressed at the mRNA leve! ND 17.71 
carcinoma mammary in mammary tumors as comparee! to 

carcinoma normal tissues 

Colon Hu man ND Galectin-7 ts a p53 induced gene ND 1201 
car cinema DLD·1 cells in early steps of apoptosis 

Hu man ND GaleL1in-7 accelerates apoptosis in ND (21] 
DLD-1 and caspase-dependant pathway; 
(and l~ela cells) associated wtth cytochrome c 

release and JNK activation 

Human ND Galectin-7 has a suppressive ND [24] 

DLD-1 cells effect on turner growth 

Urothelial Human bladder tumors Highly differentiated Over -expressed ND (791 
cancer TCC of the bladder Muscle invasive tumors lncreased expression Cytoplasmic [80] 

and upper urinary tract 

Human bladder Bladder cancer wilh CDDP induces galectin-7 in cell ND (221 
specimens extra-veside invasion; !ines with wild type p53 

postoperative systemic (increase apoptosis) 
chemotherapy Lower expression in urothehal 

carcinoma than in normal urothehum 

sec TR146, SCC13, ND No expression of galectin-7; ND [ 15) 
A431 cells Variability m the differentiatton 

pattern 

UVB-induced Cutaneous tumors lncreased expression of galectin-7 ND 119) 
keratinocytes mRNA and protein in keratinocytes 

after UVB Irradiations; 
UVB-induced apoptosis 

Primary buccal SCC Aggressive Over-expressed in buccal SCC ND (811 
tissues as compared to normal 
buccal mucosa 

Hypopharyngeal Low grade dysplasia lncreased expression Nuclear 1741 
and laryngeal and carcinoma 

Thyrotd Tissues of thyroid Benign and mahgnant Decrease of galectin-7 expression in ND 128] 
tu mors adenomas compared to carcinomas 

Neuroblastoma Human neuroblastoma ND Galectin-7 acts as a lectin on Extracellular (23) 

ce lis the cell surface; 
reduced cancer cell proliferation 

Lymphoma/ T-lymphoma cell fines Aggressive lncreased expression observed in ND [JO] 
leukemia aggressive lymphoma vanants 

T -lymphoma celllmes ND Over-expression of galectin-7 ND (121 
accelerates growth of thymie 
lymphoma and metastasis 

T-lymphoma celllines ND Galectin-7 -specifie antisense ND (31] 

and cells from various inhibits dissemination of 
human hematological lymphoma to peripheral organs; 
malignancies tncreased expression in human B 

lymphoid neoplasms 

CDDP cis-dtammmed•chloroplatlnum, JNK: C-Jun-N-term1nal kinase, ND Not detennrm~d; sec. Squamous cell caronoma, TCC. Transrtronal cell cancers. 
UV8. UltraVJOiet B. 
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acrivaror of tissue plasminogen aaivaror. Whcrhcr a shift of 
galccrin-7 ITom rhc nucleus ro the cyroplasm alrcrs rhc equi­
librium bclWccn galecrin-7 and irs nuclear subsrrarcs in the 
cyroplasm or the nucleus via prorein-prorein imcracrion 
rcmains an intriguing possibility and undcrscorcs the nced 
to consider the dcvclopmcnr of pcpridc-based inhihirors. 

9. Expert opinion 

The dcvelopmcnt of galcctin-7-spcciflc drugs rcmains a f.una.~ric 
challenge p(r S( for severa! reasons. The firsr challenge is to 

narrow the spe1.."trum of the drugs thar binds the CRO, 
which shares srrong homology wirh ali mcmbers of a large 
fa.mily of protcins, involvcd in such a large spccrrum of 
physiological proccsscs. Combining high affinity ro specificity 
whilc fi1voring bioavailability will be a rremcndous rask. The 
second challenge stems from the fact thar galccrin-7 is srill 
an cnigmatic prorcin wirh œgard ro irs implication in v01rious 
types of cancer (Table: 1). ln sorne, such as colon cancer, it 
has becn associatcd wirh proapoptotic fùnctions, whcrcas in 
orhers, such as hcmatological malignancics, mammary cancer 
and squamous ccli carcinomas, ir has bcen associared wirh 
neoplastic progression and mctaswsis. Of course, ir is possible 
rhat thcse 'good' and 'bad' roles may be rclarcd ru ccli types 
and/or discasc stage. Hencc, ir is important ro pursuc our 
qucsr to idcntify rhc dcletcrious galccrin acrivirics whilc 
sparing any non-concriburory or beneficiai activitics. Rcsulrs 
from genetically cngineercd mousc modcls have shown thar 
galccrin-7 may be a dispensable prorcin fur ali vital fùnctions, 
as they do nor display overr phenotypes about survival and 
ferrility [76(. Nevcrthclcss, resulrs from such srudics have 
shown rhat suppression of galecrin-7, which is srrongly 
cxpressed in kcrarinocyrcs, may disrurb the cpidermal 
rcsponse ro cnvironmcnral injury such as UVB response. For 
this purposc, basic and rranslational rcsc01rchcrs must continue 
to dcvelop and validate assays ro facilirarc tcsting of novel 
drugs thar would modulare its acriviries while carcfùlly cvaluar­
ing such potcntial sidc cffects. They also nced to devclop 
animal modcls thar rccapirulatc clinical trial design and pay 
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attention w rhe stage and type of cancer thar is likcly ro be 481 
1..-valuared in clinical versus prcclinical srudics. A third but 
critical challenge is to idcnrify the ligands rhat bind to galccrin. 
Berc, one must be open to the possibility thar such ligands 
mighr opcratc by means of CRD-indcpcndent interactions, 48') 
as suggested by data obrained wirh orher galecrins. This 
issue is of course crirical as most of the efforts so f.tr have 
bccn tocuscd on the devclupmcnt of CRD-spccific inhibitory 
drugs. ln this regard, the use of phage display strategies 
ro idcmify peptides or blocking monoclonal antibodies thar 490 
could interfere with the physical association berwecn galecrin-7 
and irs specifie ligands, whcthcr occurring rhrough a 
CRD or outside irs CRO, may represenr a possible approach. 
Such a stratcgy has bccn succcssfully used ro design blocking 
anribodics specifie tor mcmbcrs of the MMP family rhar 495 
harbor similarity in structure of rhcir caralytic pocker thar 
had made so difficulr dtc design of rruly specifie small molecule 
inhibitors 1771. Finally, a fourrh challenge is the dclivcry 
of such drugs to dte relevant cellular comparoncnt. Ir is bccom-
ing clcar thar galccrin-7, likc many othcr galecrins, has impor- 500 
tant inrraccllular fùncrions, including nuclcar funcrions. 
As nuclcar protcin imporr is srimularcd in prolifèrating 
cclls comparcd to quicsccnt cclls 178], ir will be important to 
investigate nuclcocytoplasmic rrafficking of galectin-7 and 
how its modulation and putative drugs will affect irs funcrions. 505 
Wc arc confident, howcvcr, thar future collaborations 
bclWccn basic cancer rest-archers, dinicians, the pharmaceutical 
indusrry will improvc chances of succcssfùlly dcvcloping 
novel rhcrapcuric strategies. 

Acknowledgements 

Supported by a grant from the Canadian lnsrirurc for Health 
Rcscarch (Grant No. MOP-89697). 

Declaration of interest 

The aurhors statc no conflict of intercst and have receivcd 

510 

515 

no paymcnt in preparation of this manuscripr. 519 

Expert Opin Drug DiKov. (2009) 4(6) 7 



Galectln-7 ln cancer 

Bibliography 13. Liu FT, Rahimwich GA. Galrctins a> l?lc .. lin > uulu,cd 1)'1'' Il T ccli ·'l"'l'"" i>. 

Papen of spcdal mue h.tvc lx'l!n highliglucd mudulators uf tumour progrc.\sio11 ~ C:tnccr Re-,. 21lU3:1>3:113U2-ll 

.u cidtcr of inccrc:s1 (•) m of wusidcrJhlc N>t lù:v Cancer 200'\;'\:2'1-41 2li. l.u I.H, N:tk:tgawa R., K:t\bio Y. ct al. 
uncrc't (••) ru rc:nlcrs. A thomugh review ol' the rolcs of diiTcrcnl Char~.:tcriz:nion of g:olc.:rin-'l·induccd 

1. llarundcs SH. CaSirnnm·o V, Coop<r DN. 
membcu of gal .. -ctin• in canœr. dca1h of Jurkar T cdk J Biochem 

ct al. Galcctiu.: a fJtnily of animal 14. Magnaldo 1: Fowlis D. Darmon M. 20il7:141:1)7-72 

hcta·galac1mÎtlc-hinding lcctim. Ccli GalcCiin-7, a human 14-kDa S·l•·c1in . 27. Lu ).l'ci H, Kacck M. Thornpmn HJ . 
l'l94:7l>:5'J7-11 •prciliCJll)' cxpn:.•st-d in kcr:uinocyu=-- .nul Gene 4."Xprcssinn c.:h3n,;o a.ssodatcd with 

l. B.u{>oni f:A. l.lawumia S. Htnrick K. ct ~1. 
•ensi rive ro rc1inoic acid. Drv Rio! chcmit:ally inducctl r~r mamm.ry 

Molccular modding and murngcnosis 
1995; 168:25'1· 71 carcinogcncsis. Mol Ctrdnog 

-'ludies of rhc N-tcnninal domains of 15. Magnaldo 1: Fowlis D, Dannon M I'J97;20:Z04-l5 

g••lcetin-3: evidence for participalion witb G:tlcC!in•7, • marker of.tll types of 28. Rorivc S, Etldalàli B. l~rnandl:'t S, c1 al. 
the C-tcrmillill carhohydrJtc recognition strarificd cphhdia. Dillërentiarion Changes in galc .. 'tin-7 and cytnkerJtin-19 
domain in oligosaccharidc hinding. 19911;63: 159-li8 expression during the pmgrcssion of 
Glycohiology 2000; 10: 1201-8 16. Cao Z, Said N, Amin S. ct al. rnalignancy in thyroid 1umors: diagnostic 

.l. O.:hicng J, Fun-Jk V. Lukyanov 1~ Galcttins-3 and -7, but not gak-ctin-1. play :md hiolosicll implicninns, Mnd Parhnl 

Extraccllular lunctions of galcctin-3. a rolc in rc-cphhdialization of wounds. 2002; 15: 1294-J(ll 

Glycoconjj 2004:19:S27-35 J Biol Chcm 2002;277:42299-305 2'1. Saus.<c-l S, Kiss R. Galectin-7. 

4. Cbung CD, (1dtcl VP. Moran M. ct al. 17. Cao Z, Wu HK, Bruce A. ct al. Cdl Moll.ifc Sei 2006;63:68(,.97 

Galt-ctin-1 indua:s partial TCR 7.Ct:l·chain Det<'Ction of diffcrcnrially cxpn:s.•cd genes A comprchemive rcview on galcctin-7 

phosphorylation and anragonizcs procosivc in hcaling rnousc corncas, using eDNA with disaJ<Sion of its positive and negative 

'J'CR signalllamductinn. ) lmmunnl microarrays. lnvcst Ophthalmnl Vis Sei roles in different types of cancer. 

2000; 165:3722-9 2002:43:2897-904 30. Mois:m S, Dcmcrs M, Mercier J, et al. 

s. Dcmc11inu M. Granovsky M. Quaggin S, 18. Cao Z, Sait! N, Wu HK, ct al. Uprcgulation of galcctin· 7 in murinc 

cr al. Ntl,>:ttivc regulation ofl: cdl Galcctin-7 as a potcntial mctliarut of lymphmna œlls is associmcd with 

activarion :md auwimmuniry by MgatS corn<al epithelial cel! migration. progression tuw;1rd an aggrcssivc: 

N-glycosylarion. N;uurc 21101 ;409: 33-9 Arch Ophthalmol 21)03; 121 :82-6 phcnorypc. Lcukcmia 201l3;17:7SI -'l 

6. Pcrillo NL, Pacc Kë, Scilhamcr JJ, cr al. 19. Bcrncrd J; Sarasin A, Magnaldo T 31. Demcrs M. Biron-Pain K. Hebert J, 

Apoptosis ofT cclls mcdiatcd hy galcctin-1 . Galectin-7 ovcrcxprcssion is assodarcd ct al. Galcctin-7 in lympboma: clcvated 

Nature 1995;378:736-9 witb the apoprotic pmccss in UVB-induccd expression in human lymphoid 

Walzcl H, Rlacb M, Hirahayasbi J, 
sunburn kcrnrinocytcs. Proc Nad Acad malignancics and dccreascd lymphoma 

ct al. lnvolvcmcnt of CD2 and CD3 in 
Sei USA 1999;96: 11329-34 dissemina1ion by antiscnsc: stra1cgics in 

g:tlcctin-1 inducc..! signaling in human 20. Polyak K, Xia Y, Zwcicr JL, ct al. cxpcrimcm:tlmodd. Cancer Res 

Jurk:t1 1:cclls. Glycobiology A mode! for p53-induccd apnptosis. 2007;67:2824-9 

2000;10:131-40 Narurc 1997;389:300· 5 32. Demc:rs M, Magna! do T. Sr-Piero: Y. A 

8. Zhu C, Anderson AC, Schubarr A, cr al. 21. Kuw>bara 1, Kuwabarn Y, Yang RY. ct al. novel function for galccrin-7: promoring 

TI1c lïm-3 ligand galcctin-9 ncgarively Galcctin-7 (PIGI) cxhibits pro-apoproric tumorigcncsis by up-rcgulating MMP-9 

regula tesT hdpcr type 1 immunity. functinn through JNK activation and gene expression. Cancer Res 

Nat lmmunol2005;6:1245-52 mitochondrial cytochromc c rclcasc. 2005:65:5205-10 

9. Garin Ml, Chu CC, Golshayan D, ct al. 
J Biol Chem 2002;277:3487-97 ln vivo evidence thar galc:ctin-7 increa.<es 

Galcctin-1: a key cffccror of regulation 22. Matsui Y, Ueda S, Waranabc J, ct al. 
the metastatic behavior of lyrnphoma cclls. 

mcdiarcd by CD4+CD25+ T cclls. Blood Scnsitizing dfcct of galcctin· 7 in urothdial 33. McCawlcy LJ, Matrisian LM. Tumor 

2007; 109:2058-65 cancer ro ci•platin through the progression: ddining rhc soil round the 

10. Pricto VG, Mourad-Zdd:m AA, 
accumulation of imracdlular rt-acrivc ru mor sccd. Curr Biol 2001; 1 1 :R25-7 

Mdnikova V, cr al. G:tlcctin-3 expression is oxygcn spccics. Cancer Re. 34. Bernhard EJ, Grubcr SB, Muschcl R). 

associarcd witb tumnr progi'C$5ion and 
2007;67:1212-20 Direct cvidcno: lin king expression of 

partcrn of sun c:xposurc in mdanoma. 23. Kopitz J. Andre S, von Reirzcnstein C. matrix rnernlloprotcinasc 9 {92-kDa 

Clin Cancer Re. 21106;12:6709-1) ct al. Homodimcric galcctin-7 gdarinasc/collagcn:ISC) ro rhc mctasraric 

Il. ·r.,kcnal,., Y. l''ukumori T, Yoshii T, cl ltl. (p5;1-induced gene 1) is a negative grmvth phenorypc .in transfonned rat <mhryo cclls. 

Nudcar aport of phusphorylarcd 
rcgularor for hum an ncuroblasroma ecUs. Prm: Natl Acad Sei USA 

g:tle<'lin-3 rcgularcs its anriapoproric 
Oncogc:nc 2003;22:6277 -88 1994;91 :4293-7 

~crivity in rcsponsc ro chcmnthcrapcutic 24. Ueda S, Kuwabara 1, Liu FT. 35. Aoudjit F, Masure S, Opdcnillcr G, 

drugs. Mol Ccli Biol 2004:24:439$-406 Suppression of tumor growth by galectin-7 et :tl. Gchrrinasc B (MMP-9). but nor its 

12. !Wai K. Hirabayashi J. Galc:<'lins: a f.unily 
gene transfcr. Cancer Re. 2004;64:5672-6 inhibitor {TIMI'-1). dicr:uo the growth 

of animallccrins th at dcciphcr glycocodcs. 25. Fukumori T. T...Iœnaka Y, Yoshii T. 
rate of c:xpcrimenral thymie lymphoma. 

.1 Biochcm 1'196; Il 9:1-8 et al. CD29 and CD7 median: 
lnrJ Cancc:r 1999;82:743-7 

8 Expert Opin. Drug Discov (2009) 4(6) 



St-Pierre, Biron-Pain, Camplon, Lavole, Bouchard & Coulllard 

~( .. ( 'h,mtr.un C F, Sh im.ul,1 H. loddt· S. cl al. 41>. Cou\\CJU LM , Wcrh Z. lnfl;ttnm.nnry tell, ~7 . CumpM<')'I, Sundin A. l.dller H. c1 al. 
~trontal matrix tnct:lllnprou:ina.,e-9 Jn<l c.mccr. think diiTcrcnt! .J Exp Mcd C2->ymmcrrical thiodigalacto•idc 
rcgulau·s the va...:ular architecture in 2001; 1 ~) 3: 1'23·(1 his-l>t:mamido derivative• as high·affin ity 
ncurnhla.toma hy promming J>"rkytc A landmark rcvicw on thc imponancr of inhibitors nr galcctin-3: efficient lcctin 
rccruiuncrn. Cancer Res inRammatory mrdiators, induding inhihiriun thrnugh dnublc argininc·arcne 
21104:c.4:167S-86 MMI's, in rumor progrcnion. intcractinns. Angt-w Chcm lm 1:.1 Engl 

3 ' Cuu.\Scns l.M, l ï nklc Cl~ 1 ianahan D. 47. Kim DH, Kim JH. Kim EH, cr al. 211115;44:511 0-2 

ct al. MMI'-9 Mtpplicd hy honc 15·Droxr·IDdtal12.14-pmm~;landin .12 Sll. Siinuc (~ Arnnux (~ Kahi-Knutnon R, t'l al. 
marmw-dcriv<d cdls comrii...lt<'> tu skin urrrsulatC> thc tt pression uf herne Structur.~l ~nd thcrmudynamic srudie< on 
e~rcinogcm:sis. Cel( :2000; 1 O;J:4H 1-90 nXJ'&cnasc-1 and >uhsc:qucntly marrix c-ation-Pi imcractinns in lcctin-ligand 

38. (~ordcn Dl., l'inglcron Il, Crawlord HC. rneralloprotcin:~...:-1 in human hrcast e~nccr complexe..: hi~;h-affiniry galn"'in-3 

ct al. Resident struma( ccll-dcrivc-d MMI'-'l cclls: ponihlc rol.:.s nf iron and ROS. inhibitur. rhrough linc-tuning of an 

promotcs thc crowrh of colon:c13l Car<inogcnesis 211119;311:645-54 arginine-arene intemctiun. J Am Cht'lll Suc 

mcr.uta!et."~"i: in rhc lh·cr microt.anvironmcnr. 48. Liu FI: Galcctins: novel anti-inRammarory 2005;127:1737-43 

!nt J Cancer 200 ; 121 :49)-500 dmg t:trgct5. Expert Ûl>in Thcr Targcrs 59. Cumpstey 1, Carloson S, I.cfficr H, 

]9. Kondragami S, Mohanam S, Chinrala SK, 2002;6:461-8 ct al. Syruhcsis of a phcnyl 

cr al. Selective suppression of mau ix 4~). Lconida< DD, VarLaki EH, Vorum H, tll io-heta-l>-gal:tctnpyrnnuside librnry 

meralluprotcinasc· 9 in humJn gliohlasrnma ct al. Srructural hasis for the recognition from 1,5-diRuoro-2,4-dinitmben7.cnc: 

cclls by anrisensc: gene tran•fcr impair> uf t'llrbohydrarcs hy humangalt-crin-7. discovcry of efficient and sd<-c!Ïvc 

cliobla<toma ccli invasion. c:anccr Res Riochemi>tty 1998;37: U930-40 monosa•-charide inhibitors of galcctin-7. 

2000;60:6851-5 50. Nangia-Makkcr P. Hogan V, Honjo V, ct al. 
Org Biornol Chcm 200);3: 1922-32 

40. Saus.= S, Cludu S, CapouiiiL7. A, ct al. Inhibition <tf human cancer ccli gruwth and 60. Delain•· ·c Cump•tcy l.lngra.sia L, cr al. 

ldcntific-Jtiun of matrix mctall<tprmcin;l\c·9 mcrnstasis in nudc mice by oral inrakc of Galcctin-inhibitory thindig;tlactoside ester 

'"an indepcndcnt prugnostic marker in modilicd ciuus pc(lin. J Nad Cancer lnst dcriv.1rive• have anti-migrntoty dTccrs in 

laryngcal and hypoJ>haryngcal cancer 21102;94: 1854-62 cul tu red lune amlprosrntc t-ancer cclls. 

wirh opposite currclarions m 51. f>iema KJ, Naik H, Akhmr A. et .tl. 
J Mctl Chem 2008;51 :8 109-14 

:tdhcsion/growdt-rcgularory galcctins-1 lnhihition of spont:tncous mct:L<!:tsis in a 61. AndreS, Pieters RJ, Vr.tsi<l:ts (,ct :tl. 
and -7. lm J Oncoi2009;34:43J-9 r.tr prostarc c;mccr modcl hy ur:tl Wcdgdikc glycodcndrimcrs ;L< inhibitor. 
Clinical&tudics furtltcr cxtending the adminisrrarion uf modifit-d cirrus pcctin. of hindinc of mammali:tn galecrins to 
correlation bctween MMP-9 and J Nad C.anccr Inn 1995;87:348-5.~ glycoproreins, lactose maxidusrcrs, and ccli 
galcctin-7. 

52 . Chauhan D, Li G. Pudar K. ct al. 
surfJcc glycocnnjugatcs. Chembiochcm 

41. Hikim C, Vijayakumar S, Takiro J, cr al. A novel <-:trhohydr.uc-ba.<-d thernpcutic 
2001 ;2:822-30 

Induction of terminal diRC:rcntiation in GCS-1 00 nvercomcs bont7.omib resistance 62. Andr~ S, Liu B, Gabius HJ. Roy R. 
epithelial cclls requircs polymeriz;nion of and enhanccs d<'Xotmcrhasonc-induced l'irst demonstration of diflercntial 
hcnsin by galcctin .l J Cdl Biol otpoprosis in multiple mycluma cclls. inhibition of lcctin hindi ne by synrhcric 
2000; 151:1235-46 Canccr Res 2005:65:8350-R tri- and rcrravalcnr glycoclusrcrs from 

42. Hirtelcr A, Legendre H, Nogy N, cr al. 53. Availablc from: 
cross-coup ling of rigidilicd 2-propynyl 

Upregulatiun of galcctins-1 and -3 in hnp://dinicahriols.guv/ cr2/ 
lactosidc. Org Biomul Chem 

human colon cancer and thcir rule in resulrs?tcrm=GCS-1 00 
2003; 1 :3909-16 

regulating ccli migration. !nt J Cmccr 
54. Collins PM, Hidari KI, Bland1ard H. 

63. Vrnsidas 1, AndréS, Yalcntini P. ct al. 
2003; 103:370-9 

Slow diffiasion ofbcrosc our of galccrin-3 
Rigidilied multivalent lactose mok-cules 

43. Moisceva EP, Williorns B, Goodall AH, cryStals monitorrd by X-rny 
01nd thcir interactions wirh rmmmalian 

et of. Galt"t'tin-1 inter.JL"'S wirh bera-1 crysrallography: possible implications fi.>r 
galccrins: a route to selective inhibitors. 

subunit of integrin. Biochcm Biophys ligand·t'Xchangc pmtocols. Aera Crystallogr 
Ore 8iomol Chcm 2003; 1:803-10 

Res Commun 2003;310:1010-6 D Biol Crysrallosr 2007;63:415-9 64. Srillman BN, 1-!su OK, Pang M, cr al. 

44. Gendronncau G, Sidhu SS, Oclacour D, 55. Scott SA. Scott K, Blanchard H. 
Galcctin-3 and galcctin-1 bind distinct 

et al. Galccrin· 7 in the control of cpiderrnal Crysrallization and preliminary 
cell surfJcc glycopmtcin reccptors to induce 

homcosmsis afrcr injury. Mol Biol Cell crysrnllographic analysis of recombinant 
T c.eU dcarh. J lmmunol2006;176:778-89 

2008; 19:5541-9 human galectin-1 . Acta Cry~Clllogr SL'Ct 1: 65. Rabinovich GA, Cumashi A, Bianco GA. 
Firsc n:port of galeccin-7 -ddiclmr ruia: rn Srrucr Biol Cryst Commun ct al. Synrhctic lacttrlose aminc.~: novel da<S 
investigate ilS dfect on proliferation md .2007;63:%7-71 of an!Ït:omœr agents dtat inducr rumor-cdl 
apopr.ods of ltcntinoqus. 

56. C.arlsson S, Obcrg CT, Carlsson MC. et al. 
~poprosis and inhibir galccrin-mrdiarrd 

45. Yamaguchi H, Pixley F. C.ondedis J. Affiniry of galectin-8 and its c'amohydrarc 
homotypic <-.:11 aggregation and endothelial 

lnv-o~dopodia and podosomes in tumor ra:vgnirion donu.ins for ligands in solurion 
cd) nmrphogcnc:sis. Glycobiology 

in.-.tSion. Eur) Cdl Biol and ar the ccli surface. Glycobiolocr 
2006;16:210-20 

2006;85:213-8 2007; 17:663-76 66. Arnusch C], Andre S, Valcnrini P. ct al. 
Interference of the galacrosc-dcpcndcnr 

Expert Opin. Drug Discov. (2009) 4(6) 9 



Galedln-7 ln cancer 

hinding ufkuin• by nuvclpc:nrapcpridc 7.i 

li!l•nd•. Bionrg Mrd Chcm l..:tr 

21lfl4: 14: 1437-40 

67. l'icrcr.; Rj. lnhibiriun ~nd dcrcuiun of 74. 
galccrins. Chcmhinchcm 2006:7:721-11 

6H. 7...nu J, Glinsky VV, Landon lA, cl al. 
l'cpridcs •pc:cific ro the g•lecrin-3 
l'otrbohydJJtc n-..ngnitinn domain inhihit 
mclosras is-as.<o<i>t«l onccr ccli adhe-sion. 
Carcinogencsis 2005;26:309-18 

6?. AndréS, Arnw:ch CJ, Kuw-•harn (,cr"'-
ldenrifil'onion nf pcp1idc ligand, fur 75. 

malignall<')'· Jnd growrh-rcguloting 
golrcrin.• ming mndnm phagc-di5play and 
dcsigned comhinarorial peptide lihrarics. 
Bioorg Mcd Chcm 2005:13:563-73 

o. Park JW. Vns.s PG, Grobski S, cr al. 
A.uociatinn of l;'llccrin-1 and galcctin-3 
wirh Gcmin4 in complo:cs conroining the 

SMN protl'in. Nuclcic Adds Res 7(i. 

200 1 :29:3595-602 

L Voss I'G, Grdy RM, Dickcy SW, cr al. 
Dim>darion of rhc carbohydmrc-binding 

and splidng J<-riviries of gak-.:rin -1. 77. 

Arch Biodtcm Biophf5 2Cl08:478:IR-2S 

72. Wang W. P;~rk JW, WJng Jl., cl al. 
lmmunnprccipirariun of spliccosomal 
RNAs hy antiscra ru galc-ctin-1 ond 78. 

gak-.:tin-3. Nudcic Adds Res 
2006;34:5166- 4 

10 

lm FI: I'Jti<'I'.On RJ , W.mg J 
lmrnccllulu funer ion' of llalccrin•. 
lliuchim Biuphy• Ana 2002:1572:263-?.J 

Satt<so. S. Uc.-.u:..rcckc-r C, lA>rfcvrc F, 
<1 al . lncrca.\Ctl cxpn'$5ion and 
alrercd inrmœllular di51rihurion nf 
adhcsiun/gmwrh-regularory lccrim 
!;"lccrin•-1 and -7 during unnnur 

pmgn:..Ïon in hypopharyngeal ond 
bryngcol squamous ccli e~rcinomas. 
Hiswf"'drulugy 2008:52:4113-93 

lnagaki Y, Hig ... hi K, Kushida M, cr al. 

Hc-parocyre growrh f.tctor supprcs.•cs 
,,mfibrogenic sigotll trJnsduclion vio 

nuclear CXJ>Ort of Smad3 wirh galcctin-7. 
Gamocnrerology 2008: 134: 1 1 ~0-90 
Fim evidence thar intnccllular galr:ctin-7 
physically inu:racu wirh Smad3 and may 
aa as a rnnscriptional modulator. 

Gendronnrau G, Sidhu SS, Ddamur D, 
ct al. Galoctin-7 in dit' control of cpidcrmal 
homcosrasis afrcr injury.? Mol Biol Cdl 
2008:19:5541-9 

Ovcmll CM, Klcifdd O. -r.nv.rrds rhin! 

scncmtion marrix mcralloprotcin.rse 
inhihiror.; for cancer 1 hcrapy. Br J C.1nccr 
2006;94:941-6 

Fcldherr CM, Akin (). Signal-mcdiatcd 
nudear transport inprolifcrJring and 
growrh-arrcst<-d BALB/c 3T3 cclk 

J Cdl Biol 1991: 115:933-9 

Expert Opm. Drug DISCDV (2009) 4(6) 

7'1. Oucr~aaul M, ({aMIIUMcn HH, 

Nidscn HV. cl al. l'rnrcnnw prufiling of 
hh1ddrr squamnus cdl ""rd numa.<: 
idcntific3tiun of rn31kcrs rh;n .!di ne 1hcir 
degree of tliflèrcmiarion. Cancer Re., 
1~197: 57:4 111 -7 

110. Langbcin S. Dradt• J, 8adawai JK, cr al. 
Gcn~-C"XJ)tl.."\..\Îun 5Îgnatun.· nf 

•dhcsinn/gmwrh-n.-gul31ory ri.suc kocrins 
(galecrim) in rransirinnal ccli cancer and irs 
prognosric rdc'VOincc. Hisrnp:nhology 
2007;51:681-90 

IlL Chen J, He QY, Yucn AP. Chiu JE 
l'rot comics of buccal squamous crU 
c'olrcinnrna: the involvemcm nf multiple 

(lJthways in rumorigcncsis. l'mrromics 
2004:4:2465-75 

Affiliation 
Yva Sr-Pierre1, Katherinc Biron-l'ain, 
c:.role Campicm, Geneviève Lavoic, 

Frédéric llnudwd & Julie Couilbrd 
1 Aurhnr for cnrrespondcncc 

!NRS-lnsrirur Armand-Frappicr, 
531 Roui. (),.,. Prairies, 

Laval, Québec, Canada, 1-17V IB7 
lei: ·•1 450686 5354; Fax: d 450 C\86 5501: 
E-mail: )'VCS.st-picrrc@liaf:inrs.c':l 



ANNEXEB 

A distinctive role for galectin-7 in cancer ? 

St-Pierre Y, Campion CG, Grosset AA. 

129 



130 



ll<'rontlers ln Blosdence 17, 438-450, Jamuary 1, 20121 

A db1tncdve role for galectln-7 ln cancer ? 

Yves St-Pierrc\ Carole G. Camp lon and Andreo-Anne Grosset1 

1 lNRS-lnsli/111 A.nnmuJ-Frappier, [ lni1•ersite du Que bec, 531 Dll'd des Prairies, Lm•al, Quebec, Canada, H7V lB 7 

T ABJ,E OF CONTENTS 

l .Abstmcl 
2. lJJh'oductioll 
3. Galec/in-7: Compm·ison with olher members of the galeclilrfmni(v 

3.1. Galectins 
3.2. Distinctive expression pa/lem of gulectin-7 
3.3. Cellular localization of ga/eclill-7 

4. Ga/eclin-7 in cmrcer 
4.1. Tire pro-apoptotic jimction of galectin-7: a logica/ role i11 suppressir1g tumor growth 
4.2. U11expected 1-oles of ga/ectin-7 
4.3. Ga/eclin-7: a marker for mammary myoepithe/la/ cel/sand aggre.çs/ve hreasl cm1cer? 

5. Otherfimctlonsfor ga/eclln-7 
6. Conc/uding remaria 
7. A.cknowledgement 
8. Refe1·ences 

l.ABSTRACT 

The galectins are a family of evolulionay­
conserved carbohydrate-binding proteins. They are 
distributed widely in ali living organisms and have been 
implicated in many esserdial ftmctions including 
developrnent. differentiation, cell-cell adhesion, cell­
rnatrix interaction, growth œgulation, apoptœis. Several 
membm of the galectin farnily have also been shown to be 
involved in cancer progression and metastasis. ln the case 
of galectin-7, severa! stu.dies have reported alterations in its 
expression pattern during cancer progression. ln a variety 
of turnors, its expression can range from being cornpletely 
down-regulated to lùglùy up-regulated Accordingly, its 
precise role in tlùs field is still debated The evidence 
shows thal galectin-7 may prornote or inhibit cancer 
developrnent. ln this article, we review the data conceming 
expression and roles of galectin-7 in cancer and propose a 
comprehensive view of its contribution during cancer 
progression. 
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2. INTRODUCTION 

ln recent years, cancer-associated changes in protein 
glycosylation have generated considerable interest. 
Accordingly, carbohydrate-binding proteins Oectins) that 
are present in the extracellular matrix (ECM) and have high 
affmities for specifie oligœaccharide strw:tures expressed 
on the cell surface have ernerged as promising rnarkm for 
and therapeutic targets in a large nurnber of diseases, 
including cancer. This is particularly true for membeiS of 
the galectin family. A role of galectins in cancer invasion 
and metastasis has been weil docurnented However, most 
of the attention has been focused on galectin-1 and 
galectin-3, and thus we still know very little about how 
galectin-7 expression affects cancer progression and how 
distinctive its role is. Although most studies report that 
galectin-7 is ossociated with apoptosis, a number of 
observations suggest that it may paradoxically prornote 
disease progression. Here, we offer an explanation for this 
parado.x and discuss datn suggesting thal galectin-7 may 
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Ta e 1. .c bi cIl "fi ·SpCCI c c""PrcssJOn o · gl cctm- m norma tissues 1 . r al · 1 · 
·nsn~ C~Uiyp~ 

Ornl DIIICOICI Squamou• epilhdiol ccli• 
Skin Ejlidtnnul a:lls ami ouler rool riltl lll of lhc 

hair follicle 
Cervb Squomou• epiiiJtliol cdl• 
Vagi~l Suuomou• rpilhdial •~Il• 
Vulva/anal skio SUUIIDOUS OPilholial coUs 
Ovary Slromo epilhellal edla aod q>ilhelial cells of 

lhorurfoce 
llraJRI MyoqJithditl œlls 
Forestomach Sq_uarno11s cj>ilhcllol cells 
llypopharynx and 1111)'11.~ Epithelial cells 
Dlodder IIOd llrolhrlial erlls, predominondy lhose uear lhe 
Urogenilal ridll•• e~1emal urelhrol orifice 
JlllophaJ!IIS Epithelial edls 

Colon (upp..- aypls) Epilholial cdls 
nuhco Epilhdial cella 
Tc>t~&ue Suuomoua tl>ilhelial colis 
Llp Set.ceous J!hllds 
Allery IDiima 
Comea EDilhdial cells 
'Ibymus llpilhtlial cella of HaBIIII's corpuscules 

serve os o novel marker tor ond o lheropeutic IBrget m sorne 
fonns of cancer. 

J. GALECTIN-7: COMPARISON WITH OTHER 
MEMBERS OF THE GALECTIN I•'AMILY. 

J.l. Galecttns 
Galcctins constituœ a family oflectins defincd by 

shared consensus amino acid sequences and affinities for 
beta-galactose-containing oligosaccharides (1). ln bumans, 
galectins are nwnbered according to the order of their 
discovexy, and the 15 rnernbers of the fàrnily are norntally 
clossified according to their structure and nwnber of 
carbohydrote recognition dornains (CRD) (2,3) . The 
galectins have either one (Galectin-1, -2, -5, -7, -10, -Il,-
13, -14, and -15 ) or two (Galectin-4, -6, -8, -9, and -12) 
CRD linked by a hinge peptide. Typically, CRD are located 
in the C-terrninal end of a protein and consists of a typical 
P-sandwich fold of approxirnately 130 Blnino acid residues 
that are conserved in ali galectins and that include a glycine 
which stabilizes galectin-carbahydrate interactions ( 4-7). 
Analysis of the three-dimensional structure of galectin-7 
reveals its hornology to galecti.n-1 and galectin-3, although 
ils overall structure more closely resembles galectin-1 0, a 
lysophospholipase expressed prirnarily in eosinophils, 
basophils, and sorne T cells (8, 9). Although early reports 
suggested that galectin-7 was a monomer (10), further 
analyses of ils crystal structure and ils aggregation 
properties by mass spectrometry indicated that it ltas the 
abilityto form homodirners (Il, 12). 

3.2. Dlstlnc:ttve expression pattern of galecttD-7 
Urùike other most cornmorùy studied galectins, 

galectin-7 exhibils a high degree of tissue specificity; its 
expression is restricted mostly to stratified epithelial cells 
of the esophagus, tongue, lip, and epidennis (13, 14). 
Galectin-7 is found in severa! types of epithelial ce1ls, 
including epithelial cells of haïr follicles, the esophagus, 
the oral epithelia, the comea, Hassall's corpuscles of the 
thymus, the urinazy system, the stratified squarnous 
epitheliwn of the forestomnch, and mamrnary rnyoepithelial 
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Locllll&atlon RdtrtDtel 

Nucleor and cytopiMmic/rnembnmotlll (HO) 

Nucl..., ond cytopla,.nicimtlllbronoiiR (10,13, 1·1, 80,81) 

Nudear ond cytoplallllic/membronous (80 Rl) 
Nuclear (80, 82) 
Nucloar and cvloolasmic/membranous 80 
Nuclcar ood cyloplumic/membranous (14,UJ ) 

Nuclcor u 1d cyloploomic/membralloUR (15 63) 
Nuclear 11111 cvloolasmic/membrollous 13 17 
Nucleor ood cytoplumic/membnnolls (45) 
Cyloplolmie (16, 84. 85) 

NucJoar (13, 86) 
(8Z) 

Nueloar (83) 
Nuclcar ond cytoplollllicimllllbnnoua (14) 
Nuc1ear ond cytoJllolllllic/mtlllbronous 13 87 
Cy\oplaamic/mem1 .. nous (13 87) 
Nucloar ood cytoplalllllio'mombranous (88) 
Nuclt11r lOd mo!llaomio'mcmbi'IIIOUB 3 4!1 
Nucleor and cytoJlllllllic/mcmbnmous _(13) 

cells (13, 15-17) (Table 1). Accordingly, high levels of 
golectin-7 are found in HnCoT cells, o transfonned 
kerntinocyte cell line, and in MDA-MB-468, u hwnun 
breast cancer cell tine. Although aggressive lymphorna 
cells may express galectin-7 constitutively, cell lines 
derived from the lymphoid and myeloid lineages, such as 
Jurkllt T lymphoma cells, do not express detectable levels 
ofgalectin-7 (18, 19). 

Although a m1mber of stimuli ltave been shown to 
positively or negatively regula te galectin· 7 expression in 
different cell types (Tables 2 and 3), the molecular 
mechanism; regulating the cellular specificity of galectin-7 
expression remain JXlorly characterized The expression of 
galectin-7, like thot of other members of the galeclin 
family, is pnrtially controlled by epigenetic mechanisms, 
such as DNA methylation (20-23). This conclusion is 
large! y based on experimenls showing that trea1ment of cell 
tines with DNA methyltransferase inhibitors, such as 5-aza-
2'-deoxycytidine (5-aza-dC), can induce galectin-7 
expression in cells that do not nonnally express the protein, 
such as Jurkat T lymphorna cells and HCfll6 colon cancer 
cells (18, 24). Genome profiling experùnents cornparing 
severa! celllines and prirnary cells (such as prùnary dennal 
fibroblasts) with or without 5-am-dC treatrnent have also 
revealed a JXlssible link between DNA bypomethylation 
and galectin-7 expression (25-27). A positive correlation 
between the hypomethylation &tate of the galectin-7 
promoter and constitutive expression of galectin-7 has also 
been reJX)rted (24). Whether DNA hypometbylation favars 
the binding of specifie transcription factors to the galectin-7 
promoter is currently unclear. In fact, the identity of the 
transcription factors that regulate galectin-7 expression 
remains largely unknown. Results from gene profiling 
experirnents indicate, however, that a nwnber of 
transcription factors may be involved in inducing or 
repressing galectin-7 expressiorl The fust transcription 
factor shown to regulate galectin-7, at !east in colorectal 
cancer cells, was p53 (28). A study from the group of Bert 
Vogelstein revealed thot galectin-7 mRNA was one of the 
14 transcripts (or "PIG's", for p53-induced genes) out of 
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T bi 2. s · r a e • timu 1 that mcrcasc a] cctin-7 expression 
<:oap....,d Sprdlldty Modri.Yarm RdtrrDœs 
Dimelltyloxalvlltlvcinc 2·0X COlhdanle l2·0(1) denendenl dloX YiletJ .. e inhihilor llwnan n>amrnerv MCF·71Juoor a:Ua (89! 

5 '·deoxyazacyli<lnr DNA mrUJyl lrauaferaHC: inldbilor 
p6J Tronscriplion factor 
Ellrly !tfOWib re~onœ faclor 1 Tnmscriplion ftdorlbormone 
(l!ORl) 
Km~linocyle growrb faclor (KOF'J Hormone 
and l!pjdormll growlb fador (I!OF) 
Ullreviolol ltiV) B rays 

P.':.l 1hnacriJ>Iion fedor 

H/Ru Signaling palhwoy 

Tnble 3. Agents thot suppress galectin-7 expression 
CoJbpeund Spedndtv 
EslrOBtU Hormone 
GATA·l 1t111scriJJIIon Caclor 
Glucocarticoid reœnlor Hormone 
Epig.Uocalechin gall ale NA 
ŒCK"Gl 
Luleini c hormone Hormone 
Pnrthenolidc NF·DB lnbibitor 
miRNA·34 miRNA 
Rclinoic acid Hormœe 

7,202 induced in DLD-1 colorecta1 cancer cells following 
de novo expressiœ ofp.53. /11 sillco onalysis of ils promoter 
does indced rcveal the presence of p.53 consensus sites 
proximal to the initiation sites. Gn/ectin-7 may a1so be a 
target gene of p63 duriJ1g early epidermal morphcgenesis 
(29). The p63 isoforms are homologs of p53 and are 
capable of activating gene expression by binding to 
degenerate p53 response elements. The ability of p53 alone 
to induce ga1ectin-7 may, however, be cell type-dependent, 
because induction of p53 by doxorubicin in lymphoma cells 
is insufficient to induce galectin-7 expression (18). 
Computational analysis of the human and mouse galectin-7 
promoters reveals the presence of severa] conserved 
consensus sites, including those for NF-tcB subunits and 
GATA-3. These transcription factors are among the prime 
candidates for regulation of galectin-7 expression. We have 
identified an inverse relationship between GATA-3 and 
ga1ectin-7 expressions in rnammary tumor ceUs (15). A 
relationship between NF-tcB, which is a major anti­
apoptotic factor (31 ), and galectin-7 was also reported 
recent1y, in a series of gene pathway profiling experirnents 
aimed at identifYing networks of molecular interactions of 
genes expressed in highly metastatic variants of 4Tt­
derived breast tumors (32). Whether these transcription 
factors play a role in galectin-7 expression in specifie ceU 
types and/or cancer rernains, however, to be established. 

3.3. CeUular lecallzatlon of galectio-7 
Historically, the cellular loca1ization of galectins 

bas beert a subject of intense scrutiny, given the multiple 
roles of these proteins. A general assurnption is !hat 
galectins exist in extracellular and intracellular 
compartments. Altbough they do not h!lfbor a signal 
sequence, the rnembers of ga1ectin family can be secreted 
through a non-classica1 secretory pathway, sometimes in 
galectin-rich vesicles or cell-derived exosornes following 
exocytic fusion with plasma membranes (33-35). 
Consequently, they have often been found in the sera of 
nonnal subjects and cancer patients. For exarnple, nonnal 

Lymnhoma crllw 24 
p6J nuU mulalion and ils efred on skin l9ii) 
HumUI umlilical vucular eadclhdlal cells (Pl) 
(HUVI!Cs) 
Skln of C57/D(6J mlcelrealed wilh !!OF and (!ll) 
KGF 
Humanil>idtrmol keratinoevte 48 
llverc:xprtaiJaJ nf p.':l in lnanan lll.Il·t and (LB) 
CRC colon:clli c111ter cella 
H/Raa·induced gcn0.1 dependent 011 p65 (93) 
antVor c·Rel in immortalized manse nnbl)'D 
fibroblallll IMI!Fsl 

Modrfrntom Refermcta 
Human momm,.y MCF·7 tumor cdls (!14) 
Human mommuy MC.'F· IOA rumor cella ~· 

Humon mananarv MCF•IOA lumor ccli• 96 
NP639 brent cancer edf (97) 

Bllranllllcnlc mice cwercxprcw>ina I!RBl/Neuand LH (981 

Humnn kemtàtocvlea 
Rumen Hcn 16 colcro"al CUitW cdls (!19) 
Human <Pidmuall<cnlinoc:ylu (JOO) 

individuals have detectable levels of galectin-3 in their 
serum, while patients with rnetustatic disease have 
significuntly higbcr levels ofgalectin-3 compored to normal 
individuals or patients with localized tumors (36-38). 
ELlSAs have a1so been used to demonstrate secretion of 
ga1ectin·l into the culture medium by a nwnber of different 
cell types, including speci fic subsets of B and T cells, 
endothelial cells, and nmltipotent rnesenchymal stromal 
cells (39-42). Accordingly, recombinant galectins have 
been extensively used to study various c!lfbohydrate­
dependent extracellular fiutctions in various in vitro rnodel 
systems. These studies have shown tbat secreted forms of 
galectins bind and crosslink widely expressed cell surface 
receptors harboring the appropriate oligosaccharides. Such 
oligorneric interactions creste lattices or rnicrodornains thot 
regulate glycoprotein mobility in the plane of the 
membrane (43). For example, the binding ofga1ectin-3, -8, 
or -9 to jH,6GlcNAc-branched N-glycans on the 
extracellular surface of the EGFR induces the formation of 
a transient dynamic lattice that opposes receptor loss 
through endocytosis, thus maintaining its sensitivity to 
ligand~ (44). To our knowledge, however, there is 
no indication that galectin-7 porticipates in the formation of 
such structures. This may be due to the fact that galectin-7 
is preferentially found in intracellul!lf carnpartments. 
Although cell binding studies using recombinant galectin-7 
hos revealed that galectin-7 binds to the ceU surface in a 
carbohydrate-dependent mBJUler (12) and can stimulate 
MMP-9 expression (19), most studies have reported that 
galectin-7 expression is restricted to the cytoplasm and the 
nucleus (Table 1). Our group and others have also fàiled to 
detect significant levels of galectin-7 in sera from both 
healthy individuals and cancer patients (45). Analyses of 
supematants from HaCaT or mamrnary epithelial cells !ines 
using either ELISAs or western blots have a1so failed to 
provide evidence for a secreted form of galectin-7 in these 
ceUs, even when galectin-7 is expressed at high levels into 
the cytoplasm foUowing transfection with an expression 
vector encoding h111llan or rnouse galectin-7 (1.5). Similar1y, 
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no 1mmunorcactivity cou.ld be dctcctcd in COS-1 or HeLa 
cells tmnsfected wiU1 u eDNA encoùing galectin-7 (10, 46) . 
Gu.leclin-7 seems to be preferentiu.lly fow1d in .intracellular 
cumparlmenls, possibly interacting wilh the cyloskelelon 
(1 0). Although the reason why galecrin-7 (in contrast to 
othcr gulcclins) cnnnot he dclecled in U1e serum is eurrenUy 
unclear, we believe tlwt invcsligutim of the role of 
gulectin-7 in norrnul ond puthologicul processes should 
focus m inlrdcellulur cornparllnenls rather tlwn 
extracellular spaccs. 

4. GALECTIN-7 IN CANCER 

4.1. The pro-apoptottc: func:tlon of galec:ttn-7: a loglc:al 
role ln SUlJpresslng tumor growth 

Members l'f tl1e gu.lectin family are well known 
for tlleir ability to tJromole apoptosis, and a large number of 
reviews lwvc docwnenlcd the role ofgalcctins in apoptosis. 
Based on the iden thal ga.lcctin-7 slmres functions with its 
family, most of Ille investigations conceming gnlectin-7 
have !hus focused on ils implication in apoplosis. This link 
between apoptosis and gatectin-7 was initiatly proposed in 
Ille study linking induction ofits expression to thal ofp53 
in colon cancer cetls (28). Given it.:; preferential distribution 
in epithelial cells, the ability of galectin-7 to modulate 
apoptosis was believed to play art importmt role in 
epiderrrwl homeostasis, since apoptœis is an essential 
mechanism for maintaining epidennal integrity (13, 47). 
Tlùs role wns furtl1er supported by 11 study by Bernerd el 
al., ( 48) who reported that both mRNA and protein Jevels of 
galectin-7 were increased in cullllred keralinocytes afler UVB 
radiation. They nlso fbtmd thot SWlbumedlnpoptotic 
kemtinocytes expressed higher levels of gnlectin-7 thau olher 
kerotinocytes and that galeclin-7 overexpression induces a 
significant increase in terminal deoxymu:leotidyltransferase­
mediared UfP end labeling (lUNEL )-positive keratinocytes. It 
is titus not surprising that galed:in-7 plays a rote in epithelial 
cell migration and in the re-epithelization of comea1 and/or 
epidermal wounds (49-51). Such a role for gnlectin-7 in Ille 
homeostatic control of epithelia is supported by recent studies 
using galectin-7-deficient nùce. Using these mice, 
Gendronneau et al. (52) showed that galectin-7 helps to 
maintain epidenml homeostasis in response to UVB inaclialion 
and wowuting. Ectopie expression of galectin-7in DLD-1 cells 
also made them more sensitive to a nmnber of different 
apoptotic stimuli (.53). Moreover, DLD-1 tnmsfectants 
overeKpressing galectin-7 grew significantly slower than 
control tmnsfeciBnls, most notably foUowing injection iniD 
severe combined immunodeficient (SCID) mice. This anti­
proliferative effect of galectin-7 does not seem to be 
restricted to colorectal CarJcer cells, because galectin-7 nlso 
renders HeLa cells more sensitive to apoptotic stimuli (46). 
These studies also showed thal galectin-7's pro-apoptotic 
fimction was most likely performed by its intracellular 
form, because it was found to Jocalize in Ille nuclei and 
cytoplasm in various cell types, including HeLa and HaCaT 
cells. Galectin-7 is thus distinct from other members ofthe 
galectin fanùly with regards to the mechanisms by whlch 
they modulate apoptosis. Galectin-1 and galectin-9, for 
example, induce turnor cell apoptosis when added to Ille 
extracellular space, whereas galeclin-7, galeclin-3, and 
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galcctin-12 sec rn to promote apoptosis through mtracellu.lar 
mecluuusms (.54). 

Tlùs ability of galectin-7 lo inlubit cell proliferation may 
not al ways be linked to its pro-npoptotic timction. Galectin-
7-medintcd mhibition of proliferallon in neuroblnstorna 
cclls, for instance, C!IIl be nchieved wit11out any signs of 
upoptœis (12). ln Uùs case, the nnti-proliferative effect 
scem Jo be medialed tltrough e:drucellulur binding of 
recombinant galectin-7 to specifie ccli surface receptors 
and could be blocked by addition of extracellular galectin-
3, supporting the idea tl1at galectin-7 and ga!eclin-3 may 
have distinct functions. Tl1e specifie identity of these 
surface receptors involved remains tmcleur, however. 
Because recombinant galectin-7 cart bind non-reduc.ing 
tenninal LacNac residues on cell surface recepton; as weil 
as internai LacNac oligosaccharide residues (55), the 
number of receptors thot could potentially bind 
cxtraccllulur gnlectin-7 is relutively large. 

4.2. Unexpeded roles of galec:tùJ-7 ID cancer 
At tirst glanee, it seems that, given its link with 

apoptosis and its anti-proliferative effects, galeclin-7 
should have a negative role in tumor progression. 
Observations made in several experimental mode! systems 
suggest, however, thal galectin-7 expression is increased in 
tumors and may !hus favor tumor progression (Table 4). 
Tl1e first lùnt thal galectin-7 may be associated witl1 tumor 
progression wns found in a study reported by Lu et al. (56). 
Using an experimental rat model of chemically induced 
manunary carcinome, Lu and colleagues fotmd tllat 
gnlecbn-7 was overexpres.~ed in mwnmary tumors ns 
compared to normal mwnmary tissues. Our work in 
lymphoma and breast cancer also support the possibility 
that galectin-7 may promote tumorigenesis. ln Jymphoma, 
we have shown that galectin-7 expression was induced in 
aggressive T lymphorna cells generated upon in vivo 
passages on non-aggressive lymplwma cells in syngenic 
immunocompetent mice (18). Such a strategy for 
generating highly metastatic tumor cell lines bas been 
successfully used in the past to identify geres thal are 
involved in tmnor progression (for examples, see (57) and 
(58)). Similar increases in the Jevel of galectin-7 were 
found in a significant proportion of mature huma.n B-cell 
lymplwidneoplasms but not in nonnal B lymphocytes (59). 
This abnormal expression of galectin-7 is believed to .làvor 
dissemination of lymphoma cells; mice injected with T 
lymplwma transfectants expressing high Jevels of galectin-
7 developed l~e metastatic tumors in Ille liver and 
kidneys with massive infiltration of tumor cells in the 
parenchyma as compared to mice injected with control 
lymphoma cells (19). ln contras!, only a few scattered 
tumor foci with limited infiltration were observed when 
galectin-7 expression was suppressed in highly aggressive 
lymphoma cells (59). The ability of galectin-7 to induce 
expression of MMP-9, a gene known to confer clinicat 
aggressiveness upon lymphoma cells, may in part explain 
this capacity of galectin-7 to increase metastasis. This 
hypot:hesis is supported by a number of experiments in 
buman cancer (l'able 5). Additionally, galectin-7 may 
confer resistance to apop!Dsis (15). lndeed, galectins do not 
nlwnys induce or promote apoptosis. For exomple, it is 
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T bi 4 ~al a e . (, cctm- m cxpcnmcnta cancer rn ode! systems 
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elplurl(l) collngcn gene 7 
(COUAl) prowoter 
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Skin htmom Trallflllenlc mouse Overespreaaion of I118Uiin·like Overexpreaion of ll•lectin· 7 (108) 
growth !ador·l (lOF·I) in 
lransg..Uc mite 
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in vivo 
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well-known Ü1at galeclin-3 i:s associated with resistance lo 
upoptœis in u l111ge number of cel! types und diseases, 
including cancer, and in response to various pro-apoptotic 
stimuli (reviewed in (60)). Such mechanisms may also 
cxphùn the obility of golcclin-7 lo promolc mct.ustosis of 
breust CIIJICer cells to the bone und hmg. Using well­
chomcterized brea:sl cancer models, wc hove found thot de 
no1•o expression of goleclin-7 in 4Tl and ô6cl4 mammury 
epithelial cells increases tl1eir metastatic potential when 
injected into syngenic Balblc mice (15). Again, as we 
obse1ved in lymt>homa, aggressive variants of 4T 1 
mammary cells that metastasize to tl1e bone express higher 
levels of galect.in-7 than their non-aggressive counterpart.s. 

4.3. Galectln-7: a mark~r for manm1ary nayoepitheUal 
cells and aggresslve brea~ canœr? 

ln humans, invasive breast carcinomas can be 
cntegorized into the following distinct subtypes: luminal A, 
lurninnl B, HER2-positive, nnd bosal-like (61)(62). White 
lurninal A nnd luminal B breast cw1cer subtypes express t.he 
estrogen rcceptor (ER) andlor progesterone receptor (PR), 
HER2-positive and basal-like subtypes are hormone 
receptor negative and have a more aggressive phenotype 
and a worse t>rognosis than luminal-type breast carcinomas 
(61-64). immunohistochemical experiment.s using Wlti­
galect.in-7 specifie antibodies on tissue rnicroarrays 
(fMAs) const.ructed from sarnples obtained from nonnal 
breast tissues and breast carcinomas revealed thal galectin-
7 is exclusively expressed in HER2-positive and ERJPR­
negntive basal-like breast cancer (15). Not surprisingly, 
many humon basol-like breast cancer cells, such as MDA­
MB-468, express golect.in-7 constitutive! y (Y. SI-Pierre, 
unpubliaheà). In contrast, most human or mouse breast 
cancer celllines with luminal characteristics do not express 
galectin-7. lnterestingly, we also have found !hat galectin-7 
was specifically expressed in mammary rnyoepithelial (or 
basal) cells but not in manunary luminal epiilielial cells 
(1.5). Overall, il is clear t.hat this expression pattern is 
different from thal oilier galectins, such as galectin-3, 
which is specifically expressed in nonnalluminal epithelial 
cells (6.5). Moreover, in contrast to galectin-7, galectin-3 is 
doWJuegulated during breast cancer progression (66). Thus, 
if we consider galectin-7 a specifie marker of rnyoepithelial 
cells (as oppœed to luminal cells), this pattern of 
expression would be consistent with the hypothesis that 
basal-like breast cancer originates from rnyoepithelial cells 
(61). This hypothesis remains controversial, however, 
because severa] other markers that are specifically 
expressed in myoepit.heliol cells are not expressed in basai­
Iike breast cancers (68). How t.he luminal and myoepithelial 
lineages are maintained is currently unclear, although 
recent work indicates t.hat expression of GAT A-3 is 
essential for luminal differentiation (69). Interestingly, we 
fowtd that overexpression of galectin-7 is related to 
absence of GATA-3 (15). These observations, which 
concemed the protein levet, are corroborated by results 
obtnined at the mRNA levet in severa! rnicroarray analyses 
aimed at defining specifie markers for myoepithelial cells 
or basal-like breast cancers. Microarray studies on normal 
breast Iuminal and myoepithelial cells from Jones et al . 
identitied galectfn-7 as a myoepit.heliol-specüic gene (70). 

ln fact, galeclin-7 ranked fust on the list amo~ tl1e 42 
most predictive genes thal disling~ùsh luminul from 
myoepitl1elial cells. A close examination of tl1e genonùc 
profiling data reported by Perou et al., (63), who provided n 
moleculor porlmit of 65 surgicnl specimens of humnn 
breast tumors from 42 individuuls, reveols thnt golectin-7 
lrWJscripts 111e highly expressed in celllines with u busal­
like phenotype. Whetlœr the association between galectin-7 
and aggressive breast CWicer and the ability of galectin-7 to 
promote meta:.-tasis are linked to MMP-9, as is the case in 
lymphoma, remains to be tested. lnterestingly, in breast 
cw1cer, suppression of /viMP-9 expression tJSing RNAi 
technology resulted in complete regression of orthotopic 
breast ttunors in nude nùce (71). Simihu:ly, ablation of 
MMP-9 expression by RNAi inhibits tumor invasion in 
hwnan breast cancer cells (72). Such n pœsibility is 
reminiscent ofanolher major rote played by galectins- that 
of promoting cancer cell rnigration and leadmg to the 
fonnalion of metastases. Levels ofgolect.in-1, -3, ond 8, for 
inslwtce, have been shown to modulate cell-cell WJd cell­
ECM contacts during migration to prornote integrin­
mediated cell adhesion and migration of tumor cells and 
leukocytes at different stages ofmetastasis (.54, 73-7.5). 

S. OTHER FUNCTJONS FOR GALECTIN-7 

Given ils specifie cellular distribution, il is 
logical to believe tbat white galectin-7 shUies sorne 
functional characte1istics with other members of the 
galectin tàrnily, il may fulfill different specifie functions in 
specifie cell types (notobly in epithelinl cells, where it is 
highly expressed). For instance, golectin-7 is believed to 
cowtteract TGFf3-mediated effects (76). During their 
investigations aimed at elucidating how hepatocyte 
growtll foct.or (HGF) ontogoruzes TGFI3 in hepntocytes, 
lnagnki and colleagues (76) showed that galectin-7 
physically interacts with activated forms of Smad2/3, 
modulating their nuclear export. In the absence of HGF, 
Smad2 and 3 are responsible for the induction of 
COL1A2 following TGFI3 stimulation. Such a role for 
galectin-7 may not be entirely specifie; at !east one 
another member of the gnlectin family, galectin-1, bas 
been shown to interfere wit.h the TGFf3 pathway, 
possibly by preventing Smad2/3 from binding to ils 
specifie binding site on t.he COLJA2 promoter (77). 
Physical interaction between galectin-1 and Smad 
proteins in the nucleus bas not, however, been 
confi.nned. On the other band, the ability of galectin-7 to 
interfere with the TGFJl'Smad pathway cleorly differs 
from thal of galect.in-3, which is elevated in human li ver 
fibrosis and wlûch has been shown to be essenlial for 
TGF~mediated myotibroblast activation and matrix 
production (78). Thus, wlûle induction of galectin-7 (or 
galectin-1) expression may prevent hepatic in jury, galectin-
3 expression must be repressed in order to develop a 
galectin-based therapeutic approach to t.he prevention WJd 
trealment of liver fibrosis. ln cancer, however, this ability 
of galectin-7 to interfere with Smad2/3-mediated funclions 
may explnin, at !east in part, its ability to promote concer 
progression, because inhibition of Smad3 in mice prœtotes 
tumorigenesis (79) 
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Figure l. Dual roi es of galectin-7 in suppressing and 
promoting turner growth. ln cancer, the effect of galectin-7 
response is higlùy contextunl. De novo expression of 
gnlectin-7 by p53 is associated with apoptosis, thereby 
inhibiting tumor growth Altematively, galectin-7 may 
modulate cancer progression by interfering with Smad3. 
Smad3 is a key regulatory protcin in the TGFb signaling 
pathway, which is known to exert both tumor-suppressive 
and tumor promoting effects. Paradoxically, galectin-7 may 
also induces expression of genes thal promote cancer 
progression, including MMP-9, thereby modulnting 
nùcroenviroruuent modification Umt cancer cells may exploit 
to th:ir advantagc. ln this case, galcctin-7 expression could be 
induced by NF-KB, a gene known to be expressed in highly 
oggressive tumor cells and a positive regulotor of MMP-9. 
Such link between NF-KB and galectin-7 in cancer progression 
has been suggested by recent gene path'way profiling of a 
murine breast cancer model. Consequently, therapeutic 
applications that tuget galectin-7 needs to be refined by 
nùnimizing ils protumor fimclions. 

6. CONCLUDING REMARKS 

In addition to sharing severnl structural feotures 
with olher members of the galectin fiiDlily, galectin-7 
shares severnl common fwtctional characteristics. For 
exarnple, Iike other members of the galectin family, 
galectin-7 is characterized by the following: 1) it is found 
in both the cytoplasm and the nucleus of severa! cell types; 
2) its expression is regulated by DNA methylation, 3) it can 
positively and negative! y modulate apoptosis; and 4) it can 
favor or suppress cancer cell growth. However, beyond 
these cormnonly shared properties, there are an increasing 
number of indications thot galectin-7 may have unique 
properties, most notably regarding its cellular distribution 
in specifie tissues and its apparent preference for 
intracellular cornpartments. If galectin-7 expression is 
indeed restricted to the cytoplasm and the nucleus, its 
biological fimctions may be different from what we 
originally thought. Although glycosylated proteins are 
present intracellularly, fimclional roles by galectin-7 that 
are independent of its CRD should also be investigated, 
especially after recent reports on the associations between 

galecbn-7 and specifie transcription factor.;. lt is likcly that 
galectin-7 may, in turn, induce th~: ~:;oqJressiun of g~:nes 
essential for tumor invasi<.•n w1d resislmtce 1<.• apoptosis, 
given ils role in inducing MMP genes and ils physical 
intemctions with transcription factors (Figure 1 ). Future 
structure-fimction stucties wilh mutnled fi.lTJTl.'\ or gu.lectin-7 
will help clarify this issue. Al the sume lime, a belter 
churucterization of the molecular mechanisms regula ling ils 
expression in normal m1d cancer cells is needed 1<.• better 
understand how galectin-7, originally identified as a p53-
induced gene, is highly expressed in some cancer cells, 
promoting their survival, white promoting ecU death in 
othcr cell types. 
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