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RESUME

Les galectines sont des protéines multifonctionnelles dont I'expression change dans
différentes conditions physiologiques ou pathologiques, y compris le cancer. En fait, il a été
démontré que ces protéines induisent une immunosuppression locale et systémique en tuant les
cellules immunitaires. Cependant, jusqu'a présent, la plupart des études se sont concentrées
sur la galectine-1 et la galectine-3, et nous en savons trés peu sur les autres galectines, en
particulier celles récemment découvertes, comme la galectine-14. La galectine-14 est une
galectine du type prototype hautement exprimée a l'interface mére-foetus et dont I'expression et
les fonctions dans les cellules cancéreuses sont encore inconnues.

L'objectif global de ce projet était de caractériser l'expression de cette galectine
méconnue et d'explorer son réle dans le cancer. Plus précisément, nos objectifs comprenaient:
1) I'analyse in silico de I'expression du géne de la galectine-14; 2) des expériences in vitro pour
I'analyse de I'expression de la galectine-14 dans les lignées cellulaires cancéreuses, et enfin, 3)
la création d'un modéle cellulaire in vitro afin d'explorer les fonctions de cette galectine dans le
cancer. Nos résultats montrent qu'il existe une corrélation entre TARNm de la galectin-14 et le
cancer de l'ovaire, et qu'une expression élevée de cette galectine dans les cellules cancéreuses
ovariennes est associée a une survie plus courte. De plus, I'expression de la galectine-14 est
détectable dans certaines lignées de cellules cancéreuses ovariennes au niveau de 'ARNm, en
particulier dans les lignées d'adénocarcinomes séreux de haut grade (HGSA). Enfin, notre
modele in vitro nous a permis d'observer une augmentation de l'activité apoptotique des cellules
HEK-293 exprimant des taux élevés de galectine-14.

Ainsi, bien que I'étude de cette galectine n'en soit qu'a ses débuts, nous avons été en
mesure de fournir de nouvelles connaissances sur les modes d'expression de cette protéine et
son implication dans le cancer. A long terme, nos résultats contribueront a I'élaboration de
nouvelles stratégies visant a cibler ces molécules afin de surmonter l'immunosuppression
associée au cancer, de freiner la croissance tumorale et de prévenir les métastases dans le

carcinome ovarien et d'autres types de cancer.
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ABSTRACT

Galectins are multifunctional proteins whose expression changes under different
physiological or pathological conditions, including cancer. In fact, these proteins have been
shown to induce local and systemic immunosuppression by killing immune cells. However, so
far, most studies have focused on galectin-1 and galectin-3, and we know very little about other
galectins, especially the recently discovered ones, such as galectin-14. Galectin-14 is a
prototype galectin highly expressed at the maternal-fetal interface and whose expression and
functions in cancer cells is still unknown.

The overall goal of this project was to characterize the expression of this poorly known
galectin and to explore its role in cancer. More specifically, our objectives included: 1) in silico
analysis of galectin-14 gene expression; 2) in vitro experiments for analysis of galectin-14
expression in cancer cell lines, and lastly, 3) the creation of an in vitro cell model in order to
explore the functions of this galectin in cancer. Our results show that there is a correlation
between galectin-14 mRNA and ovarian cancer, and that high expression of this galectin in
ovarian cancer cells is associated with a shorter survival. Additionally, galectin-14 expression is
detectable in in some ovarian cancer cell lines at the mRNA level, especially in high grade
serous adenocarcinoma (HGSA) cell lines. Lastly, our in vitro model allowed us to observe an
increase in apoptotic activity of HEK-293 cells expressing high levels of galectin-14.

Thus, although the study of this galectin is still in its infancy, we were able to provide
novel insights into the expression patterns of this protein and its involvement in cancer. On a
long-term basis, our results will contribute to the development of new strategies to target these
molecules in order to overcome cancer-associated immunosuppression, restrain tumor growth

and prevent metastatic disease in ovarian carcinoma and other types of cancer.
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CHAPITRE 1

REVUE DE LITTERATURE



1.1 LES GALECTINES

Les galectines sont des petites protéines solubles de faible masse moléculaire faisant
partie d'une famille de lectines animales ayant une affinité pour les B-galactosides. Cette liaison
a ces sucres, qui sont des glucides contenant un galactose, se fait par l'intermédiaire de leur
domaine de reconnaissance des glucides (carbohydrate recognition domain, CRD) (Barondes et
al., 1994b). A ce jour, dix-neuf galectines ont été identifiées chez les mammiféres. Certaines
d'entre elles, comme la galectine-1 et la galectine-3, ont été bien caractérisées, tandis que
d'autres sont a peine connues (Cummings et al., 2017). En général, les galectines jouent un role
important dans un large éventail de processus physiologiques et de fonctions cellulaires, tels
que le développement embryonnaire, I'apoptose, la migration cellulaire, I'adhésion intercellulaire
et la croissance cellulaire (Elola et al., 2007). Elles sont également impliquées dans la régulation
de la réponse immunitaire et dans certaines conditions pathologiques telles que l'inflammation,
le développement et la progression des tumeurs (M. K. Kim et al., 2011). En fait, les galectines
sont principalement considérées comme des régulateurs négatifs de la réponse anti-tumorale en
induisant la mort des cellules immunitaires, créant ainsi une immunosuppression locale et
systémique. Elles ont aussi la capacité de se fixer a la surface des cellules cancéreuses pour
former des treillis qui modulent I'expression des récepteurs des facteurs de croissance ou de
facteurs qui induisent la motilité cellulaire (Cedeno-Laurent et al., 2012). Par conséquent, ces
protéines facilitent I'évasion immunitaire des tumeurs et augmentent les propriétés invasives des

cellules cancéreuses (Labrie et al., 2014).

1.1.1. Galectines: Contexte historique

La découverte des premiéres galectines s’est faite dans le cadre d'une recherche de
protéines capables de reconnaitre des structures oligosaccharidiques exprimées a la surface
des cellules (Barondes et al., 1976, Chang et al., 1975). Cette recherche était basée sur
I'hypothése que les récepteurs glycosylés a la surface cellulaire pourraient jouer un réle dans
I'adhésion cellule-cellule ou cellule-matrice par le biais d'interactions protéines-glycoconjugués
(Barondes, 1997). A I'époque, méme si la compréhension des associations moléculaires et des
principes de reconnaissance cellulaire était limitée, plusieurs d’études avaient mis en évidence
la présence de macromolécules contenant des glucides a la périphérie des cellules, suggérant
leur implication dans les processus de division cellulaire et de reconnaissance cellulaire par
divers mécanismes (Bennett et al., 1977, Danielli et al., 2016, Gahmberg et al., 1976, Ito, 1974,



Rambourg, 1971). Par exemple, un mécanisme suggéré était l'association entre un récepteur
d'oligosaccharide sur la membrane d'une cellule et une protéine spécifique de ce récepteur a la

surface d'une autre cellule (Barondes et al., 1976).

Le chemin qui a mené a la découverte des galectines a commencé avec la recherche sur
les lectines de graines de plantes, puis la découverte des hémagglutinines dans les extraits de
cerveau et l'étude des lectines de moisissure gluante, en utilisant le systéme modéle
Dictyostelium discoideum. Ces recherches ont atteint leur apogée avec la découverte de
“I'électrolectine”, une lectine de liaison B-galactoside trouvée dans les extraits de tissus solubles
de l'anguille électrique (Barondes, 1997, Kilpatrick, 2002, Rosen et al., 1973, Teichberg et al.,
1975). L'identification de I'électroélectine a incité les scientifiques a rechercher et a purifier des
lectines apparentées provenant d'autres tissus de vertébrés et, par conséquent, d'autres lectines

spécifiques du B-galactose, telles que la galectine-1 et la galectine-3.

Un détail intéressant dans le récit historique des galectines est le fait que la premiére
galectine observée n'était pas la galectine-1, mais une protéine cristalline détectée il y a plus de
160 ans. Les auteurs de cette découverte étaient les scientifiques Charcot, Robin et Leyden qui
ont observé et décrit des structures bi-pyramidales hexagonales microscopiques, appelées
cristaux de Charcot-Leyden (CLC), présentes dans les tissus pathologiques et dans les
expectorations d'individus asthmatiques (Gleich et al., 1976, Sakula, 1986). La recherche
subséquente et plus récente de ces protéines a permis d’élucider leur structure moléculaire et
de mettre en évidence des similitudes avec certains membres de la famille des galectines,
notamment au niveau de I'homologie des séquences d'acides aminés et une certaine affinite,
bien que faible, pour les glucides contenant de la galactosamine, ce qui a abouti a leur
désignation comme étant la galectine-10 (Steven J. Ackerman et al., 2002, Dyer et al., 1997,
Leonidas et al., 1995).

Les galectines ont d'abord été reconnues comme lectines spécifiques du lactose, ou plus
spécifiguement comme “B-galactoside-binding lectins”, un groupe de protéines solubles
largement présentes dans les extraits de tissus vertébrés et dont I'activité pourrait étre inhibée
par le lactose, le galactose ou des glucides apparentés, comme la N-acétylgalactosamine
(Cooper et al.,, 1999, Kilpatrick, 2002, Varki et al., 1999). La découverte d'autres protéines
similaires, avec des séquences d'acides aminés apparentées ayant une affinité pour les B-
galactosides a conduit a leur classification comme des lectines de type "S", 'une des familles
structurelles des lectines animales (Varki et al., 1999). Cette terminologie a placé ces protéines

dans un groupe distinct limité aux lectines caractérisées par leur solubilité, la présence de



résidus libres de cystéine et leur dépendance aux sulfhydriles pour leur activité de liaison aux

glucides (Cummings et al., 2017, Drickamer, 1988).

Au début des années 90, les progrés scientifiques et technologiques ont permis le
clonage, le séquengage et la production des formes recombinantes de lectines de type "S", ce
qui a conduit a d'autres découvertes, a une meilleure compréhension des caractéristiques de ce
groupe de protéines et a la détermination de leur structure par crystallographie (Gitt et al., 1986,
Lobsanov et al., 1993). Par conséquent, en 1994, lorsqu'un total de quatre membres de la
famille des lectines de type “S” ont été séquenceés et caractérisés, la désignation "type S" s'est
avérée obsoléte et le nom "galectine" a été formellement proposé et adopté (Barondes, 1997,
Barondes et al.,, 1994a). En plus de la nouvelle nomenclature, il a été établi que les deux
critéres d'appartenance a la famille des galectines seraient dorénavant basés sur I'affinité pour
les B-galactosides et une certaine homologie de séquence dans le site de liaison des glucides
(CRD) (Barondes et al., 1994a, Hakon Leffler et al., 2004, Lobsanov et al., 1993). Ainsi, ces
recherches ont marqué la systématisation de la nomenclature et du profil de la famille des
galectines de mammiféres, ce qui a permis d'organiser et d'identifier les membres de cette

famille tels que nous les connaissons aujourd'hui.

1.1.2. Famille des galectines: Classification, structure et

caractéristiques générales

1.1.2.1. Classification des galectines

La systématisation de la famille des galectines a permis d'organiser et de distinguer le
nombre croissant et la variété des galectines découvertes. Par conséquent, chaque galectine
individuelle de mammifére alors connue a été nommée par numérotation consécutive, et cette
désignation de numérotation séquentielle se poursuit au fur et a mesure que de nouvelles
galectines sont découvertes (Barondes et al., 1994b). A ce jour, les galectines numérotées
identifices chez les mammiféres ont atteint le nombre de vingt, dont treize chez I'homme
(Nandor Gabor Than et al.,, 2015). Toutes ces galectines partagent une séquence centrale
d'environ 130 acides aminés conservés et responsables de leur activité de liaison aux glucides
(Cooper et al., 1999). Cette séquence conservée est connue sous le nom de Carbohydrate
Recognition Domain (CRD) et chaque membre de la famille des galectines en posséde au

moins un (Hakon Leffler et al., 2004). En fonction du contenu, de I'organisation et de la quantité



de CRDs, les galectines sont classées en trois sous-familles ou groupes : Prototype, Répétition
en tandem (RT) et Chimére (voir figure 1.1) (Kamili et al., 2016).

Prototypical Chimera Tandem Repeat
One CRD One CRDs and N-terminal Extension Two non-ldentical CRDs

Individual W _ Vel
domains:

g
Quatemnary -
struture: ) G -
4V .f‘
Homodimer u'p
Dimer
Oligomer

Figure 1.1: Les trois sous-familles des galectines. Adaptation de (Kamili et al., 2016)

La sous-famille Prototype est représentée par des galectines de petite taille (galectine-1,
-2,-5,-7,-10, -13, -14, -15, -16, -17, -19, -20) d’environ 15,000 Da, qui contiennent un seul CRD
et existent comme monomeres ou homodiméres non covalents avec des domaines identiques
(Kasai et al., 1996, N. Rubinstein et al., 2004b). Les membres du groupe de Répétition en
tandem (galectine-4, -6, -8, -9, -9, -12) contiennent deux CRD distincts dans la méme chaine
polypeptidique et reliés par une région de liaison composée d'environ 70 acides aminés. Les
CRD peuvent présenter différentes affinités de liaison aux glucides, ce qui permet a la protéine
de s'engager dans une activité de liaison multivalente (Fred Brewer, 2002). Enfin, le
représentant exclusif du groupe Chimére (galectine-3) a été trouvé principalement chez les
mammiféres, a un masse moléculaire entre 30,000-35,000 Da, et présente une architecture
biochimique inhabituelle: un CRD carboxy-terminal lié¢ & un domaine N-terminal riche en résidus
proline et glycine responsable de I'oligomérisation de cette protéine (Kasai et al., 1996, Hakon
Leffler et al., 2004, Fu-Tong Liu et al., 2002, G. A. Rabinovich, 1999).

Un autre systéme de classification a été proposé en 2004 et est basé sur une analyse
phylogénétique de la famille des galectines, tenant ainsi compte de I'histoire évolutive et des
relations entre les membres de la famille (Houzelstein et al., 2004). A travers des comparaisons
de séquences de génes de galectines, la construction d'arbres phylogénétiques et I'analyse de
l'organisation des exon-intron, Houzelstein et son équipe ont découvert que tous les CRD

trouvés dans les galectines vertébrées sont codés par trois exons et que le deuxiéme exon,



responsable du codage des acides aminés du site de liaison des glucides, a deux sous-types
distincts, distingués selon la position de l'intron 3', sur le B-strand F3 ou F4 (Houzelstein et al.,
2004).

Gal-2

Gal-3 hGRPC

a Gal-12(Q
Gal-8C
3 Gal-9C
5 Gal-4C
E Gal-8N
Gal-9N
Gal-4N

Gal-10
{ | = PP13
PPL13
Figure 1.2: Réseau de galectine humaine, classification et relations phylogénétiques selon les
types de CRD. Adaptation de (Guardia et al., 2011)

Gal-7

Ces résultats suggérent que tous les CRD des galectines chordés proviennent d'une
galectine ancestrale ne contenant qu'un seul CRD dans sa structure, et la duplication de ce
gene de galectine mono-CRD aurait mené a l'apparition d'un premier géne de galectine bi-CRD
(Houzelstein et al., 2004, Vasta, 2012). Ainsi, il a été proposé une classification des galectines
en deux groupes : F3 et F4 (voir figure 1.2). Toutes les galectines mono-CRD chez les vertébrés
appartiennent aux groupes F3 (galectine-1, -2, -3, -5) ou F4 (galectine-7, -10, -13, -14), tandis
que les galectines bi-CRD, ou type RT, contiennent a la fois les sous-types de CRD F3 et F4
(Guardia et al., 2011, Vasta et al., 2012).

1.1.2.2. Architecture des galectines et leur comportement fonctionnel

L'architecture moléculaire des membres de chaque sous-famille des galectines a une
influence sur leur comportement fonctionnel. Les galectines prototypes, comme mentionné

précédemment, peuvent former des homodimeéres divalents et cette propriété leur permet de



réticuler deux glycoconjugués similaires (Kasai et al., 1996). Des études sur la galectine-1 de la
rate de veau ont démontré la liaison unique de cette galectine avec l'asialie fétuine (ASF), une
glycoprotéine monomeére qui posséde des épitopes LacNAc, segments de protéines composés
de disaccharides constitués de galactose et d'unités de N-acétyl-glucose (Mandal et al., 1992).
Les résultats obtenus indiquent que l'interaction entre la galectine-1 et I'ASF se traduit par la
formation de complexes réticulés homogéenes, méme lorsqu'ils sont mélangés a d'autres
molécules (Fred Brewer, 2002). Les galectines de type “répétition en tandem” ont deux CRD
homologues partageant seulement 40 % d'identité de séquence. La spécificité et la force de
liasison des deux sites de liaison des glucides sont trés différentes, montrant méme une
préférence pour différents groupes de ligands (Cao et al., 2016). Ce comportement a été
observé et signalé lorsque les premiéres galectines de type répétition en tandem, connues sous
le nom de lectines S-Lac, ont été isolées et identifiées (H. Leffler et al., 1989, Oda et al., 1993).
Il a été observé que ces protéines, avec "deux domaines homologues mais distincts", présentent
une spécificité différente pour chaque CRD et, par conséquent, elles peuvent former des ponts
entre divers types de glycoconjugués (Bum-Erdene et al., 2016, Kasai et al., 1996, Oda et al.,
1993). Contrairement aux autres, les galectines de type Chimére ont une structure combinée qui
leur permet d’oligomériser et d'interagir avec diverses biomolécules autres que les sucres (Ri-
Yao Yang et al., 2008). Ces protéines peuvent s'associer via leur domaine N-terminal, former
des pentameéres et agir comme des réticulations entre les glycanes et différents types de
molécules, affichant ainsi une coopérativité de liaison (voir figure 1.3) (Vasta, 2012). Tout bien
considéré, les galectines des trois groupes (prototype, tandem-répétition et chimere) ont une
nature multivalente qui leur permet d’oligomériser et de cibler une vaste gamme de
glycoconjugués, ce qui favorise la réticulation du glycan, une caractéristique importante pour les
événements de signalisation cellulaire transmembranaire, les processus de reconnaissance a
médiation par la galectine et la modulation des réponses immunitaires (Hernandez et al., 2002,
Vasta, 2012, Ri-Yao Yang et al., 2008).
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Figure 1.3: Les trois types de galectines et leurs interactions avec les glycoconjugués. Adaptation
de (Vasta et al., 2012)



1.1.2.3. Conception structurale et propriétés moléculaires

L'analyse cristallographique de plusieurs membres de la famille des galectines a révélé
la topologie de ces protéines, ce qui permet de mieux comprendre non seulement la structure
des galectines, mais aussi les aspects structurels des interactions galectine-glycane (Di Lella et
al.,, 2011). Les galectines sont définies par un domaine commun de reconnaissance des
glucides, par conséquent, la compréhension de la conception globale du CRD est la premiére
étape pour comprendre la structure et les propriétés des membres individuels de la famille des
galectines humaines (Thiemann et al.,, 2016). La structure globale des CRDs des galectines
comprend environ 135-140 résidus d'acides aminés disposés en cing ou six feuillets anti-
paralleles B qui se replient pour former un domaine globulaire compact connu sous le nom de
structure de type jelly-roll ou B-sandwich, qui est une topologie particuliére que I'on trouve
fréquemment dans les complexes protéiques (Barondes et al., 1994b, Varki et al., 1999). Cette
topologie B-sandwich présente un coté concave et un cété convexe, chacun formé par six brins
(S1-S6) et cinq brins (F1-F5), respectivement. Le coté concave crée une "poche", ou rainure,
dans laquelle les ligands glucidiques se lient, et dont la longueur est suffisante pour permettre la
liaison d'un tétrasaccharide linéaire (Guardia et al., 2011, Hakon Leffler et al., 2004).

La dimérisation des galectines mono-CRD, comme les galectines-1, -2 et -7, donnera
des protéines dimeériques ou les sous-unités CRDs sont reliées par un double axe de rotation
perpendiculaire au plan des feuillets antiparalléles B (Cummings et al., 2017). L’interface
dimérique varie toutefois d’une galectine a l'autre selon une signature bien distincte (Dube-
Delarosbil et al., 2018). Dans le cas de la galectine-1, la dynamique de dimérisation résulte a
une structure ou les centres des CRDs sont situés a 50 A I'un de l'autre, ce qui a une influence
sur la liaison de glycanes distincts et la formation de réseaux de glycoprotéines, affectant les
réponses cellulaires et les interactions microbiennes-hétes (Garner et al., 2015).

En fait, on ne peut nier la pertinence de comprendre la structure quaternaire compacte et
l'organisation du domaine singulier des membres de la famille des galectines. Cependant,
malgré leur structure globale unique, les CRDs des galectines partagent fondamentalement une
affinité pour les résidus B-galactosides et le LacNAc, ce qui suggeéere la présence d'un
assortiment d'acides aminés clés conservés au sein de la structure du CRD, une région connue
sous le nom de site de liaison aux glucides (carbohydrate binding site, CBS) (Kamili et al.,
2016). Le CBS est responsable des spécificités de liaison des glucides dans la famille des
galectines et il a été schématiquement décrit comme ayant cing sous-sites (A-E), les sous-sites

C et D étant les sites centraux ou la liaison des résidus de galactose se produit (Jun Hirabayashi



et al.,, 2002, Hakon Leffler et al., 2004). Les sous-sites A et B sont capables de lier les
saccharides, tels que le LacNAc, ainsi que d'autres groupes, tels que les sulfates, et sont donc
considérés comme l'une des principales sources de variation de la spécificité de liaison des
galectines (Hakon Leffler et al., 2004). Ainsi, la compréhension de I'architecture de cette région
contribue a I'étude et a la détermination des spécificités de liaison des galectines, ce qui conduit

finalement a une compréhension de leurs fonctions et interactions biologiques (Brewer, 2002).

1.1.3. Expression et Distribution

Chez les vertébrés, les galectines sont présentes dans une variété de tissus et dans
presque tous les types de cellules. L'expression des galectines va de la peau au placenta, y
compris les lignées cellulaires établies et les cellules tumorales (Kasai et al., 1996). La galectine
la plus étudiée, la galectine-1, est connue pour étre largement exprimée par divers types de
cellules, comme les cellules endothéliales vasculaires, les cellules des organes lymphoides
primaires et secondaires, les cellules T régulatrices (Treg) et de nombreux autres types de
cellules, en particulier les cellules du systéeme immunitaire (Arthur et al., 2015, Di Lella et al.,
2011, Thiemann et al., 2011). La galectine-3, une autre galectine largement documentée, est
exprimée dans une variété de tissus et de cellules humaines, comme les monocytes sanguins
périphériques, les macrophages activés, les mastocytes, les lymphocytes T, certaines cellules
épithéliales et les neurones sensoriels (Dumic et al., 2006, F. T. Liu et al., 1995, Wang et al.,
2016). Nous savons peu de choses sur la galectine-4, -5 et -6, mais des études ont rapporté
que la galectine-4 et la galectine-6 sont principalement exprimées dans les cellules épithéliales
du tractus gastro-intestinal de I'embryon et du rat adulte, tandis que la galectine-5 a été détectée
dans les érythrocytes de rat (Gitt et al., 1998, Gitt et al., 1995). La galectine-7 est largement
exprimée dans les cellules épithéliales normales, principalement dans I'épithélium pavimenteux
stratifié, et elle est considérée comme un marqueur de différenciation épithéliale (Labrie et al.,
2014, Madsen et al., 1995). Les deux galectines tandem-répétition, galectine-8 et -9, sont
exprimées dans les cellules endothéliales vasculaires et lymphatiques, et dans le thymus,
respectivement (John et al.,, 2016, Troncoso et al., 2014). La protéine Cristal Charcot-Leyden,
ou galectine-10, est abondamment exprimée dans la moelle osseuse, lieu de naissance des
cellules immunitaires, et se trouve dans les neutrophiles, les éosinophiles, les cellules T
régulatrices CD25-positives (CD25 Treg), étant ainsi exprimée uniquement par les cellules du
systéme immunitaire (Di Lella et al., 2011, Kubach et al., 2007, N. G. Than et al., 2009). Des

études démontrent que la galectine-12 est principalement exprimée, tant chez la souris que



chez 'hnomme, dans les adipocytes, mais on la trouve aussi dans les cellules myéloides (Ri-Yao
Yang et al., 2012, R. Y. Yang et al., 2001b). Enfin, la galectine-13, -14 et -16 sont fortement
exprimés dans le placenta (voir tableau 1.1) (Fritz et al., 2015, N. G. Than et al., 2009).

L'expression et la distribution des galectines varient en fonction du tissu, du type de
cellule, de la période de développement et des conditions pathologiques. Cependant, il semble
exister une constante lorsqu'il s'agit de l'expression des galectines: les cellules du systéme
immunitaire inné sont généralement riches en galectines. Les basophiles, I'éosinophiles et
d’autres cellules immunitaires n'expriment pas seulement une, mais plusieurs types de
galectines en méme temps (Thiemann et al., 2016). Par exemple, les neutrophiles expriment la
galectine-1, -3, -9 et -10 et ces protéines sont impliquées dans une variété de fonctions
cellulaires, telles que I'activation, I'adhésion et la migration cellulaire (Elola et al., 2007, Gabriel
A. Rabinovich et al., 2009, Sato et al., 2009).

Tableau 1.1: Distribution prédominante des galectines. Adaptation de (Chiariotti et al., 2002).

Galectines Distribution

Gal-1 La plupart des tissus : squelettique, musculaire, cardiaque, placentaire,

lymphatique, etc.

Gal-2, -4, -6 Tractus gastrointestinal

Gal-3 Macrophages, épithélium, tractus reproductif

Gal-5 Blastocyste a I'implantation, réticulocytes, érythrocytes

Gal-7 Epithélium

Gal-8 Foie, rein, muscle cardiaque, poumon, cerveau, cerveau, cblon

Gal-9 Eosinophiles, monocytes, macrophages, naevus mélanocytiques, tractus gastro-
intestinal

Gal-10 Eosinophiles, basophiles

Gal-12 Adipocytes, cellules myéloides

Gal-13, -14, -16 Placenta
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1.1.4. Activités biologiques et fonctions des galectines

Contrairement au réle moléculaire des galectines, qui consiste "simplement" a lier les
chaines glucidiques contenant des [(-galactosides, leurs fonctions physiologiques sont plus
complexes et impliquent de nombreux processus biologiques. Les fonctions biologiques de ces
protéines peuvent varier en fonction de nombreux facteurs, tels que le site, le temps, le stade de
développement, la présence d'agrégats divalents ou multivalents, la disponibilité de ligands
appropriés, etc (Barondes et al., 1994b, Kasai et al., 1996, Vasta, 2012). La littérature
mentionne que les galectines présentent une combinaison d'activités intra- et extra-cellulaires.
La plupart d'entre elles peuvent réaliser les deux types d'activités comme la galectine-3, dont les
activités biologiques peuvent aller de la régulation de I'épissage de I'ARN a l'intérieur du noyau a
la régulation de ['adhésion cellulaire et a la signalisation cellulaire dans [I'environnement
extracellulaire (Hsu et al., 2002, Ochieng et al., 2002, Patterson et al., 2002). Des études
réalisées in vitro, et appuyées par des expériences in vivo, ont permis d'observer le
comportement et les activités des galectines et, sur la base des résultats obtenus, de
nombreuses fonctions biologiques intra- et extracellulaires des galectines ont été proposées
(Almkvist et al., 2002, Gabriel A. Rabinovich et al., 2002b).

1.1.4.1. Fonctions intracellulaires

Les galectines sont synthétisées par des ribosomes cytoplasmiques libres et, une fois
libérées dans le milieu intracellulaire, elles peuvent demeurer dans le cytosol ou étre sécrétées
dans I'environnement extracellulaire par une voie de sécrétion non classique (Elola et al., 2007,
Wilson et al., 1989). Bien qu'elles puissent se retrouver a l'extérieur des cellules, les galectines
sont présentes principalement dans le cytoplasme, mais aussi dans le noyau, ou elles peuvent
étre trouvées sous certaines conditions (Ri-Yao Yang et al, 2008). Dans le cytosol, elles
agissent souvent indépendamment de leur activité de liaison aux glucides, en s'engageant dans
des interactions protéine-protéine, en se liant a une grande diversité de ligands cytoplasmiques,
en participant aux voies de signalisation intracellulaire et en régulant les événements
cytosoliques et nucléaires (voir figure 1.4) (Fu-Tong Liu et al., 2002, Thiemann et al., 2016,
Vladoiu et al., 2014).

La plupart des informations sur le réle intracellulaire des galectines a été obtenue grace
a des travaux de recherche sur la galectine-3. Par exemple, la galectine-3 cytosolique peut se

lier a la B-caténine, une protéine impliquée dans la régulation de I'adhésion cellulaire et de la
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transcription des génes, pour faciliter la régulation de la voie de signalisation Wnt, qui régule des
aspects essentiels du sort cellulaire, de la polarité cellulaire, de la migration cellulaire et de
I'organogenése au cours du développement embryonnaire (Shimura et al., 2004). La galectine-3
semble également moduler les voies de signalisation impliquant K-Ras-GTP, TRAIL, Fas, Bcl-2,
entre autres facteurs (Lee et al., 2003, R. Y. Yang et al, 1996). De plus, la galectine-3
endogéne joue un role dans la régulation de la croissance et de la prolifération cellulaire. Des
études ont démontré qu'un certain type de cellules cancéreuses du sein humain présentait une
réduction de la prolifération cellulaire aprés transfection avec une séquence antisense de la
galectine-3; dans d'autres études, [linhibition de I'expression de la galectine-3 dans les
lymphocytes T a rendu les cellules moins sensibles aux stimuli mitogénes, ce qui suggére une
implication de la galectine-3 dans la prolifération des cellules T activées (Joo et al., 2001, Fu-
Tong Liu et al.,, 2002). La prolifération cellulaire est également affectée par la présence de
galectine-12, ce qui a été observé lors d'expériences de transfection de génes. Une étude
réalisée avec des cellules HelLa a révélé qu'apres transfection avec le géne codant pour la
galectine-12, la prolifération cellulaire a considérablement diminuée et, a la fin de I'expérience,
le nombre total de transfectants était 1/6 celui du contréle (R. Y. Yang et al., 2001b). La
galectine-12 est également associée a la régulation de la lipolyse et de la sensibilité a l'insuline,
ce qui résulte de leur présence dans les gouttelettes lipidiques des adipocytes (Ri-Yao Yang et
al., 2012).
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Figure 1.4: Les divers partenaires de liaison intracellulaire de certaines galectines. Adaptation de

(Vladoiu et al., 2014)
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De nombreuses galectines endogenes jouent également un réle dans le contréle et la
régulation du cycle cellulaire. En fait, il est suggéré une corrélation possible entre I'effet de
certaines galectines dans la régulation du cycle cellulaire. Cette corrélation a été documentée
par des expériences avec la galectine-3, ou des cellules épithéliales humaines transfectées
surexprimant la galectine-3 ont subi un arrét en G1 sans mort cellulaire détectable en réponse a
la perte d'adhérence cellulaire (H. R. Kim et al., 1999). Selon certaines études, la galectine-1
prototype est un régulateur endogéne du contréle de la prolifération des lymphocytes T par
I'activation des caspases (Kaltner et al., 2017).

Dans le milieu intracellulaire, les galectines se trouvent également dans le noyau, ou
elles participent a des processus fondamentaux tels que I'épissage pré-ARNm. L'épissage pré-
ARNm est un mécanisme biologique responsable de I'édition de la transcription de I'ARN
messager précurseur (pré-ARNm) en un ARN messager mature (ARNm), de sorte que la
molécule d'ARNm peut étre correctement traduite en protéine (Faustino et al., 2003). Comme le
confirment les expériences menées pour vérifier le réle des galectines dans ce mécanisme,
certaines galectines sont impliquées dans le traitement du pré-ARNm. Les études portant sur
I'épuisement des galectines, la reconstitution de l'activité d'épissage biologique et les essais de
co-localisation ont fourni une bonne quantité de preuves pour confirmer que la galectine-1 et -3
nucléaire participent a l'activité d'épissage (Dagher et al., 1995, Haudek et al., 2010, Vyakarnam
et al., 1997).

1.1.4.2. Fonctions extracellulaires

Comme mentionné ci-dessus, les galectines peuvent soit demeurer la ou elles sont
synthétisées, dans le cytoplasme, soit sortir de la cellule par une voie de sécrétion non
classique. Contrairement a la plupart des protéines, les galectines n'entrent pas dans la voie de
sécrétion endoplasmique du réticulum-Golgi (Seelenmeyer et al., 2005). Certains auteurs ont
proposé des explications a ce comportement, mais aucun n'a été correctement validé. Une
hypothése suggére que les galectines ne participent pas a la voie sécrétoire classique parce
qu'elles perturberaient le trafic de la voie sécrétoire en se liant 8 de nombreuses glycoprotéines
par l'intermédiaire de leurs CRDs (Elola et al., 2007). La maniére exacte dont les galectines
migrent vers le milieu extracellulaire est encore mal comprise, mais certaines études ont appelé
leur voie sécretoire "sécrétion non classique" ou "sécrétion sans leader", et cela pourrait

impliquer deux processus: I'exportation de galectine dans les vésicules ou les exosomes aprés
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leur accumulation dans le cytosol, ou la translocation directe a travers la membrane cellulaire
(M. Cho et al., 1995, Elola et al., 2007, Nickel, 2003).

Indépendamment de leur voie sécrétoire, les galectines finissent par trouver leur chemin
hors des cellules et atteignent I'espace extracellulaire. Une fois a I'extérieur, les galectines sont
principalement situées dans l'environnement de la cellule ou elles peuvent se lier aux glycanes
présents principalement dans les protéines transmembranaires ou les glycolipides, ou aux
glycoprotéines présentes sur la matrice extracellulaire (ECM) autour de la cellule, ce qui dans ce
cas peut provoquer l'altération des effets de 'ECM sur les cellules (He et al., 2006b, Hughes,
2001, Ri-Yao Yang et al.,, 2008). Par exemple, la galectine-1 reconnait les résidus sur les
glycoprotéines de 'ECM, comme la laminine et la fibronectine, et affecte les interactions des
cellules avec 'ECM sous-endothélial, causant un effet négatif ou positif selon le type de cellule.
Les preuves montrent que la galectine-1 inhibe les interactions myoblastes avec la laminine en
bloquant un type d'intégrine, favorisant ainsi le détachement cellulaire; par contre, dans les
types cellulaires tels que les mélanocytes, les neurones olfactifs, les cellules de
rhabdomyosarcome et les fibroblastes, la galectine-1 favorise I'adhésion cellulaire (G. A.
Rabinovich, 1999, Gabriel A. Rabinovich et al., 2002a, Rémer et al., 2011). La galectine-3 est
également associée aux interactions cellulaires et 'ECM. Il a été démontré que cette lectine se
lie aux intégrines présentes dans I'ECM affectant I'adhésion cellulaire aux matrices
extracellulaires (Hughes, 2001).

Les galectines bivalentes ou multivalentes permettent la liaison et la réticulation de
nombreux glycoconjugués, déclenchant des événements de signalisation transmembranaire et
définissant ainsi certaines des fonctions extracellulaires de ces protéines: la modulation de
nombreux processus cellulaires tels que la mitose, l'apoptose et la progression du cycle
cellulaire (Fu-Tong Liu et al., 2005). La galectine-3 exogéne semble induire I'apoptose des
cellules T par des mécanismes mal connus impliquant la caspase-3 (Miiller et al., 2006). De
méme, la galectine-2 favoriserait également l'apoptose des cellules T par la liaison aux
intégrines B, exprimées a la surface cellulaire, impliquant de nombreux événements et facteurs:
caspase-3 et -9, libération du cytochrome C, augmentation du rapport Bax/Bcl-2, entre autres
(Sturm et al., 2004). En plus de la modulation des processus cellulaires, des preuves récentes
ont démontré que les galectines extracellulaires sont également capables de réguler leur propre
expression dans le milieu intracellulaire. Il a été démontré que la galectine-7 extracellulaire
contréle sa propre présence intracellulaire principalement par deux mécanismes différents: en
favorisant la transcription du géne de la galectine-7 (Igals7) et par leur retour a l'intérieur des

cellules par des voies endocytiques mécaniquement distinctes (Bibens-Laulan et al., 2017).
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Cette absorption ou capture de la galectine-7 extracellulaire se produit, selon les résultats
préliminaires, principalement par I'endocytose a médiation clathrine, qui est une voie majeure
responsable de l'internalisation des glycoprotéines présentes a la surface cellulaire des cellules
de mammiféres (Bibens-Laulan et al., 2017, Grant et al., 2009). De plus, la capacité de
réintégrer les cellules n'est pas limitée a la galectine-7. Il existe des preuves expérimentales
montrant que d'autres galectines, telles que les galectine-1 et -3 extracellulaires, se retrouvent
dans les cellules par les voies endocytaires. La galectine-3, par exemple, pénétre a nouveau
dans les cellules épithéliales et dans les macrophages par lintermédiaire des endosomes
précoces, qui sont les premiers compartiments endocytiques a accepter les éléments entrants
qui ont été internalisés par la membrane plasmique (Jovic et al., 2010, Lepur et al., 2012,
Straube et al., 2013).

1.1.4.3. Apoptose: Modulation des voies de mort cellulaire par les galectines

Parmi la variété des processus cellulaires auxquels les galectines peuvent participer,
l'apoptose semble étre celle sous le feu des projecteurs. En ce qui concerne les fonctions
biologiques des galectines, l'induction de I'apoptose par ces lectines s'avere étre le sujet le plus
étudié et documenté dans la littérature (Hsu et al., 2006). L'apoptose, ou processus programme
de mort cellulaire, est crucial pour le bon développement des organismes multicellulaires, et est
donc considéré comme un élément clé de nombreux processus physiologiques tels que le
développement et le fonctionnement du systéme immunitaire, le développement embryonnaire,
le renouvellement des cellules et bien d'autres (Elmore, 2007). Une activité apoptotique
inadéquate est une caractéristique typique de nombreux problémes de santé, y compris les
troubles auto-immuns, de nombreux types de cancer et des troubles neurodégénératifs, dans le
cas de la mort cellulaire excessive (Thompson, 1995). Il n'est donc pas étonnant que
l'implication des galectines dans 'apoptose ait attiré tant d'attention.

Parmi toutes les molécules qui participent a la régulation de la mort cellulaire, les
galectines sont considérées comme exceptionnelles en raison de leur capacité a moduler la
machinerie de la mort cellulaire a partir des compartiments extracellulaire et intracellulaire. De
I'extérieur elles participent a l'initiation des signaux apoptotiques et de l'intérieur elles agissent
dans la régulation de la susceptibilité¢ a la mort (Hernandez et al., 2002). De nombreuses
galectines participent a la régulation de la mort cellulaire en agissant comme facteur pro-
apoptotique, comme la galectine-1, -7, -8, -9 et -12, ou comme agent anti-apoptotique, comme
la galectine-3 (Blaser et al., 1998, Fouiillit et al., 2000, Hadari et al., 2000, Kuwabara et al., 2002,
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R. Y. Yang et al., 1996, R. Y. Yang et al., 2001b). La participation des galectines aux décisions
apoptotiques se produit dans une variété de tissus et de types de cellules. Par exemple, la
galectine-1 semble reconnaitre un ligand de sucre commun sur certains récepteurs présents
dans une grande variété de surfaces cellulaires, ce qui explique leur activité pro-apoptotique
dans différents types de cellules, y compris les lymphocytes T, les lymphocytes B, et les lignées
cellulaires du cancer de la prostate et du sein (Perillo et al., 1997, R. Y. Yang et al., 2003).
L'activité pro-apoptotique des galectines sur les lymphocytes T humains a été largement
étudiée. L'apoptose est un mécanisme crucial pour le développement de cellules T appropriées
dans le thymus cortex, car elle empéche la production de cellules immunitaires incompétentes
et autoréactives (Sprent et al.,, 2001). La galectine-1 et -9 sont toutes deux produites par les
cellules épithéliales thymiques dans le cortex, et toutes deux induisent également l'apoptose des
thymocytes (Baum et al., 1995, Perillo et al., 1997, Wada et al., 1997b). De plus, ces galectines
sont fortement exprimées par les cellules présentes dans les tissus qui sont envahis par les
cellules T au cours d'une réponse immunitaire: tissu endothélial, cellules épithéliales
pulmonaires, myocytes et fibroblastes (Perillo et al., 1998, Wada et al., 1997a). Alors que la
galectine-1 inhibe la croissance cellulaire et favorise la mort cellulaire au niveau du milieu
extracellulaire, la galectine-3 propose le contraire: elle soutient la prolifération cellulaire et
prévient I'apoptose des lymphocytes T de l'intérieur de la cellule (R. Y. Yang et al., 1996). Il est
intéressant de noter que la susceptibilité des lymphocytes T a l'apoptose induite par les
galectines dépend de leur état de différenciation. Selon des études sur la galectine-1, les
cellules T humaines dans leurs états activés et prolifératifs sont plus sensibles a I'apoptose
induite par la galectine-1 que les cellules T au repos, ou cellules T naives, qui sont des cellules
T matures qui n'ont pas rencontré leur antigene afin de s'activer et d'amorcer une réponse
immunitaire (Hernandez et al., 2002, Perillo et al., 1995). En fait, des études plus récentes ont
réveélé qu'au lieu d'induire la mort cellulaire, la galectine-1 prévient I'apoptose des cellules T
naives. Endharti et al. ont démontré que, contrairement a sa fonction sur les cellules T activées,
la galectine-1 agit comme un suppresseur de l'apoptose des cellules T au repos, maintenant
ainsi la survie de ces cellules par un mécanisme encore inconnu qui inhibe la mort cellulaire
(Endharti et al., 2005). De plus, leurs essais de prolifération cellulaire et les résultats de
I'analyse du cycle cellulaire ont révélé que la galectine-1 favorise la survie des cellules T naives
sans provoquer la prolifération cellulaire (Endharti et al., 2005). En accord avec ces résultats,
une autre étude a démontré que la galectine-1, ainsi que la galectine-8, ont un effet stimulant
sur le cellules T au repos sans déclencher la prolifération des cellules T, méme lorsque ces

protéines sont présentes a des concentrations élevées (Sampson et al., 2016, Tribulatti et al.,
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2012). Par conséquent, ces comportements moléculaires suggérent un double réle de ces
galectines qui implique I'amélioration des réponses immunitaires physiologiques et la limitation

des réponses exacerbées par un possible effet antiprolifératif (Tribulatti et al., 2012).

1.1.5. Les galectines dans le cancer

Les premiéres preuves de l'implication des galectines dans le cancer ont été rapportées
il y a une trentaine d'années et, depuis lors, de nombreuses données sur lI'expression de la
galectine dans le cancer ont été publiées, la plupart d'entre elles se concentrant sur les
galectines les plus étudiées, galectine-1 et galectine-3. L'expression des galectines est modulée
et modifiée en fonction de nombreux facteurs, y compris la différenciation des cellules
individuelles, la croissance des tissus et des organismes, les conditions physiologiques et
pathologiques (Chiariotti et al., 2002). Le cancer est I'une des conditions pathologiques qui
alterent I'expression des galectines et ces altérations pourraient contribuer a des traits communs
du cancer tels que la transformation néoplasique, la résistance a l'apoptose, I'angiogenése et les
métastases tumorales (Hanahan et al, 2011). En général, les recherches actuelles ont
démontré que ces lectines sont capables de moduler les réponses immunitaires et
inflammatoires des cellules tumorales et qu'elles pourraient aussi aider les cellules cancéreuses
a échapper a la surveillance du systéme immunitaire (Fu-Tong Liu et al., 2005).

L'étude des roles des galectines dans les néoplasmes est entourée de défis en raison de
leur réle complexe. Certains de ces défis sont liés au fait que la méme galectine peut avoir des
fonctions différentes dans différentes tumeurs, ce qui peut présenter des fonctions opposées
dans la progression tumorale (Ebrahim et al., 2014). Selon le type de cancer, les galectines
peuvent avoir des propriétés pro- ou anti-tumorales (voir figure 1.5) (Fu-Tong Liu et al., 2005, St-
Pierre et al., 2012). L'explication de ce double comportement fait encore I'objet de recherches,
mais certains auteurs ont proposé que la diversité des partenaires de liaison des galectines ou
la compartimentation intracellulaire des galectines peut avoir un impact sur leur activité
biologique en ce qui concerne la progression des cellules tumorales (Califice et al., 2004,
Vladoiu et al., 2014). Quelle que soit la raison pour laquelle elles agissent de cette fagon, les
galectines peuvent agir comme régulateurs négatifs ou positifs en fonction de la phase des
processus tumorigénes et métastatiques. Les galectines contribuent a chacune des étapes de
ces processus de différentes maniéres: médiation de la transformation néoplasique par
interaction avec les oncogénes (galectine-1 et -3), contrble de la progression tumorale par

médiation du cycle cellulaire (galectine-1, -3 et -12), régulation des événements de mort
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cellulaire par induction (galectine-1, -7, -9 et -12) ou inhibition (galectine-3) de I'apoptose des
cellules tumorales, médiation de I'adhésion des cellules tumorales pour favoriser le détachement
cellulaire et favoriser les métastases, affectant la migration et l'invasion des cellules tumorales
(galectine-1, -3 et -8) en engageant les protéines de surface cellulaire (Camby et al., 2002, Elad-
Sfadia et al., 2004, Madsen et al., 1995, Nagy et al., 2002, Paz et al., 2001, Ueda et al., 2004,
Wada et al., 1997b, R. Y. Yang et al., 1996).
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ﬂ Gal-1,-3,-7 Gal-1,-3,-4,-7,
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Figure 1.5: Fonctions pro et anti-tumorales des galectines dans les cellules cancéreuses.
Adaptation de (Vladoiu et al., 2014)
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Beaucoup d’études se sont concentrées sur les galectines extracellulaires, leur abilité a
se lier aux récepteurs de surface cellulaire et leur réle dans le cancer. Comme discuté
auparavant, les galectines sous leur forme divalente ou multivalente peuvent se lier aux
glycanes dans les récepteurs de surface cellulaire et les réticuler, déclenchant ainsi une
cascade d'événements de signalisation transmembranaire. Tel comportement peut se produire
dans les cellules normales et aussi dans les cellules associées a des pathologies telles que le
cancer, conduisant a la modulation des mécanismes cellulaires (Lahm et al., 2004). Par
exemple, la galectine-3 augmente la sensibilité des cellules cancéreuses mammaires aux
facteurs de croissance en se liant et en transformant les récepteurs a la surface cellulaire d'une
maniére qui les empéche d'étre éliminés par endocytose constitutive (Partridge et al., 2004). En
revanche, la galectine-1 pro-apoptotique joue un réle indirect dans le cancer, en se liant aux
récepteurs de surface des cellules T et en favorisant la création d'un microenvironnement
tumoral immunosuppresseur (Perillo et al., 1997). Une étude réalisée avec des cellules de
mélanome a montré que la galectine-1 est sécrétée par les cellules tumorales et, une fois dans
I'espace extracellulaire, elle induit I'apoptose dans les lymphocytes T cytotoxiques tumoraux,
contribuant a l'activité immunosuppressive des cellules de mélanome (voir figure 1.6) (Natalia
Rubinstein et al., 2004a). Un autre rdle intéressant des galectines extracellulaires a été
découvert récemment et il s'agit de la modulation de la disponibilité des facteurs solubles
glycosylés dans la matrice extracellulaire associée au cancer, une structure connue comme
facteur clé de la progression tumorale (Gordon-Alonso et al., 2017, Pickup et al., 2014). Les
travaux de Gordon-Alonso et al. ont examiné le rdle spécifique des treillis extracellulaires de
galectine-3 dans I'ECM tumorale et leurs résultats ont révélé que la galectine-3 humaine
sécrétée par la tumeur est capable de lier les cytokines glycosylées, en particulier 'lFNy et I'lL-
12, et de les détourner, réduisant ainsi la diffusion de ces cytokines dans I'ECM tumorale
(Gordon-Alonso et al., 2017). Selon eux, l'activité pro-tumorale nouvellement découverte de la
galectine-3 implique la liaison et la capture de I'lFNy dans I'ECM, suivie d'une diminution de
l'induction d'un gradient important de chimiokine inductible d’IFNy et, finalement, d'une
diminution du recrutement des lymphocytes T dans le microenvironnement tumoral (Gordon-
Alonso et al., 2017). En plus de ces résultats, ils ont également démontré que le traitement avec
des antagonistes de la galectine-3 inverse ses effets dans I'ECM tumorale, permettant la
libération des cytokines d’IFNy, augmentant l'infiltration locale des cellules T et réduisant la

croissance de la tumeur (Chou et al., 2018, Gordon-Alonso et al., 2017).
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Figure 1.6: Expression de la galectine (élevée/faible) dans divers types de cancer au sein de

différents systémes physiologiques. Adaptation de (Dings et al., 2018)

L'interaction des galectines endogénes avec les ligands intracellulaires est également
impliquée dans la progression tumorale de nombreux types de cancer. Une grande quantité de
preuves confirme que I'expression intracellulaire de la galectine-1 dans le cancer de la prostate
favorise l'adhésion cellulaire, réduit le taux de croissance et induit I'apoptose d'une lignée
cellulaire d'adénocarcinome de la prostate, stimule I'évasion immunitaire de la tumeur et favorise
la vascularisation de la tumeur (Clausse et al., 1999, Ellerhorst et al., 1999, He et al., 20063,
Laderach et al, 2013). L'expression de la galectine-3 dans le cancer du sein augmente
I'adhésion, la croissance tumorale et offre une protection contre I'apoptose (Honjo et al., 2001,
Moon et al., 2001, Shekhar et al., 2004). La galectine-7 intracellulaire dans les cellules du
carcinome du sein augmente l'invasion et réduit la chimiosensibilité, tandis qu'elle augmente la
prolifération cellulaire dans le cancer de I'ovaire (Demers et al., 2010, H. J. Kim et al., 2013). La
galectine-8 et -9 dans le cancer du coélon réduit la croissance tumorale et la migration

cellulaire/métastase (Nagy et al., 2002, Nobumoto et al., 2008).
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1.2. LES GALECTINES MOINS CONNUES

1.2.1. Galectine-10

Le dixieme membre de la famille des galectines a été découvert il y a plus d'un siécle,
mais ce n'est que récemment qu'il a été reconnu et renommé galectine-10. Comme mentionné
précédemment, cette galectine est aussi connue sous le nom de Charcot-Leyden Crystal (CLC)
et c'est une protéine de liaison au glycan qui présente une caractéristique particuliére: elles
forment des cristaux hexagonaux bipyramidaux in vivo (Chua et al., 2012, Su et al.,, 2018a).
Leur structure cristalline a un pli protéique similaire a celui des membres de la famille des
galectines, en particulier la galectine-7, et leur géne présente également des similitudes telles
que l'architecture intron-exon et le CRD codé par un seul exon (S. J. Ackerman et al., 1993,
Dyer et al., 1997, Leonidas et al., 1998). En plus de toutes ces similitudes, cette galectine de
type prototype ne partage que six des huit résidus d'acides aminés directement impliqués dans
la caractéristique (la plus connue) des galectines, la liaison du lactose, et par conséquent ils ont
plus d'affinité pour le manose que pour les 3-galactosides (Leonidas et al., 1995, Swaminathan
et al., 1999).

Plus abondamment exprimée dans la moelle osseuse, berceau des cellules immunitaires
telles que les éosinophiles et les basophiles, ou elles sont fortement exprimées, cette galectine
représente environ 7 % a 10 % de la protéine cellulaire totale dans les éosinophiles sanguins
matures (Steven J. Ackerman et al., 2002). Selon les travaux de Dunphy et ses collégues, cette
galectine est localisée dans le cytoplasme des cellules, plus spécifiquement dans les granules,
d'ou elle peut étre sécrétée ou transportée vers d'autres compartiments de la cellule et aussi
dans le noyau, ou son réle reste inconnu (Dunphy et al., 2002). Cette protéine a été associée a
des maladies inflammatoires éosinophiliques comme l'asthme et, pour certains auteurs, elle
pourrait étre considérée comme une “hallmark” de l'implication de I'éosinophile, non seulement
dans l'asthme, mais aussi dans de nombreuses autres maladies, y compris la rhinite allergique,
la cystite éosinophile, la maladie cceliaque, le cancer colorectal et la dermatite atopique (Agesen
et al.,, 2011, Bryborn et al., 2010, De Re et al., 2009, Noh et al., 2015, Staribratova et al., 2010).
Avec son expression dans les éosinophiles et les basophiles, la galectine-10 s'est avérée étre
principalement exprimée dans les cellules Treg CD25 humaines et essentielle pour les
propriétés fonctionnelles de ces cellules. L'inhibition de la galectine-10 intracellulaire dans les

cellules T a restauré leur capacité a proliférer et a révoqué leur activité suppressive sur les
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cellules T effectrices CD4+, confirmant ainsi le réle important de cette galectine dans la fonction

régulatrice des lymphocytes T (Kubach et al., 2007).

1.2.2. Galectine-12

La galectine-12 est un membre de la famille des galectines qui a été cloné il y a une
quinzaine d'années. Cette protéine contient une structure de type basique a deux CRDs,
caractéristique des galectines a répétition en tandem (R. Y. Yang et al., 2001b). En dehors de
leur domaine C-terminal divergent, leur structure est similaire a celle des autres galectines
présentant un domaine N-terminal avec tous les éléments de séquence responsables du pli
typique du "jelly roll" ainsi que les résidus conservés d'interactions glucides qui leur permettent
d'avoir une activité de liaison au lactose (Ri-Yao Yang et al., 2008). La protéine compléte se lie
au lactose et réside dans le milieu intracellulaire, bien qu'elle puisse étre sécrétée et agir a la
fois dans le milieu intra et I'extracellulaire (Hotta et al., 2001).

Retrouvée a la fois chez la souris et chez I'homme, cette galectine est principalement
exprimée dans les tissus adipeux et présente des activités induisant I'apoptose cellulaire dans
les adipocytes (Hotta et al., 2001). L'expression génique de la galectine-12 a également été
identifiée dans les leucocytes humains, les cellules mononucléaires et polynucléaires du sang
périphérique ainsi que dans les lignées cellulaires myéloides, les lignées cellulaires B et la
lignée cellulaire du cancer du sein HBL-100 (R. Y. Yang et al., 2001b). En outre, les travaux de
Yang et de ses collégues ont montré que le mRNA de la galectine-12 était également exprimé
dans le cceur, le pancréas, la rate, le thymus et a des niveaux d'expression inférieurs dans les
poumons, les muscles squelettiques, les reins, la prostate, les testicules, les ovaires et le célon.
lls ont également observé que I'expression de la galectine-12 est régulée positivement dans les
cellules synchronisées a la phase G1 ou G1-S du cycle cellulaire, ce qui suggere un rble
possible de cette galectine dans la tumorigenese par I'arrét du cycle cellulaire et l'inhibition de la
prolifération cellulaire dans plusieurs lignées cellulaires cancéreuses (R. Y. Yang et al., 2001b).
De plus, la galectine-12 semble étre un régulateur majeur dans le développement du tissu
adipeux. Des expériences avec des pré-adipocytes de souris démontrent que I'expression du
géne de la galectine-12 est remarquablement régulée a la hausse lorsque ces cellules subissent
une différenciation en adipocytes matures, et que la régulation a la baisse de cette expression
de galectine par I'ARN d’interférence a notamment supprimé la différenciation adipocytaire suite

a une signalisation adipogéne déficiente (Ri-Yao Yang et al., 2004).
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1.2.3. Galectine-13

Cette protéine a d'abord été isolée du placenta humain et, pour cette raison, elle est
également connue sous le nom de protéine placentaire 13 (PP13) (Bohn et al., 1983). Cette
lectine est un homodimére avec la structure typique des galectines: le repliement de type “jelly
roll” est composé de cinqg et six brins des feuillets § du CRD (Visegrady et al., 2001). Un modéle
in silico de la galectine-13 a été construit et a permis une caractérisation structurelle et
fonctionnelle détaillée de cette galectine. La structure 3D obtenue a partir de la modélisation a
révélé une structure prototype dont le CRD contient quatre résidus conservés sur les huit
résidus typiques des CRDs des galectines (Visegrady et al., 2001). Selon une recherche
récente qui a étudié la structure cristalline de la galectine-13, cette lectine, contrairement aux
autres galectines, forme un nouveau type de structure dimérique qui pourrait ne pas se lier aux
sucres B-galactosides, ce qui est en accord avec l'un des premiers travaux sur la galectine-13,
déemontrant que la galectine-13 purifiée du placenta humain ne contient pas de glucides (Bohn
et al., 1983, Su et al., 2018b). Par conséquent, il a été suggéré que la galectine-13 soit un
nouveau type de galectine prototype.

En plus de leur expression prédominante dans le placenta, I'expression de la galectine-
13 peut également étre observée a des niveaux inférieurs dans la rate, les reins et la vessie,
ainsi que dans les adénocarcinomes hépatiques, les tumeurs neurogenes et les mélanomes
malins (N. G. Than et al., 1999). Dans les grossesses normales, la galectine-13 a été identifiée
dans le trophoblaste syncytiotrophoblaste et les trophoblastes luminaux multinucléés (Kliman et
al., 2012). Than et al. ont confirmé lI'expression prédominante de cette lectine par le
syncytiotrophoblaste et ont rapporté qu'elle est également libérée du placenta dans la circulation
maternelle (Nandor Gabor Than et al.,, 2014a). La diminution de I'expression placentaire de la
galectine-13 et sa faible concentration dans les sérums maternels du premier trimestre sont
associées a un risque élevé de pré-éclampsie (Nandor Gabor Than et al., 2014a, N. G. Than et
al.,, 2014b). En général, I'expression de la galectine-13 semble étre liée a des altérations
inflammatoires liées a la grossesse et il a été démontré qu'elle joue un réle important dans la
régulation de la tension artérielle et le remodelage vasculaire a l'interface mere-foetus (Nandor
Gabor Than et al., 2014a).
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1.2.4. Galectine-16

Comme les autres galectines placentaires, la galectine-16 est une galectine prototypique
strictement exprimée dans le placenta (N. G. Than et al., 2009). La modélisation informatique de
I'nomologie a permis la visualisation 3D de cette galectine et a réveélé une structure qui suit le
schéma architectural typique des galectines : un sandwich B conservé composé de deux feuilles
antiparalléles incluant le CRD, avec des régions en boucle montrant quelques variations (voir
figure 1.7) (Guardia et al., 2011, N. G. Than et al., 2009). Sur les huit résidus conservés dans le
CRD, impliqués dans l'activité de liaison au sucre, trois sont conservés dans la structure de la
galectine-16, mais certains des résidus importants pour la liaison au sucre ont été remplacés, ce

qui pourrait affecter leur affinité pour les galactosides (N. G. Than et al., 2009).

Figure 1.7: (Gauche) La largeur du ruban, représentant le squelette moléculaire de la galectine-16,
varie en proportion des valeurs spécifiques a chaque site pour toutes les galectines du cluster.
Selon le spectre de couleur représenté sur la barre, les valeurs sont plus petites le long des brins
et plus élevées dans les régions de boucle. (Droite) Le méme code couleur montre que quatre
résidus dans la CRD des galectines du cluster (résidus 53, 65, 72 et 75) sont sous sélection
conservée, tandis que d'autres sur le c6té opposé (résidus 55, 57, 63 et 77) montrent une plus
grande variabilité. Adaptation de (N. G. Than et al., 2009)

Le géne de la galectine-16 (LGALS16) a une structure conservée a quatre exons et est
situé dans le chromosome 19 (Chr19) ou il appartient aux galectines du cluster Chr19, un
groupe qui implique d'autres génes de la famille des galectines tels que LGALS13 et LGALS 14
(N. G. Than et al., 2014b). L'étude de Than et al. montre que dans l'interface mére-foetus, ces
galectines sont principalement exprimées dans le syncytiotrophoblaste et dans I'endothélium
des vaisseaux foetaux, mais elles peuvent aussi étre détectées a des niveaux inférieurs dans
I'amnion et les trophoblastes chorioniques dans les membranes fcetales (N. G. Than et al,,
2009).
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1.3. LAGALECTINE-14

Le quatorzieme membre de la famille des galectines, également connu sous le nom de
Placental Protein 13-like, ou PPL13, a été isolé pour la premiére fois en 2001 par une équipe de
chercheurs de I'Institut de génétique de Shanghai. Dans leur étude, ils ont rapporté avoir trouvé
un nouvel ADNc présentant de grandes similitudes de séquence avec les membres de la famille
de la galectine humaine, avec la plupart des ressemblances avec PP13, ou galectine-13.
L'analyse biologique moléculaire initiale du PPL13, comme il a été nhommé a I'époque, impliquait
de nombreuses méthodes: la construction et le criblage d'une banque d'’ADNc du cerveau feetal,
la recherche BLAST d'homologie de séquence pour déterminer la structure génomique de la
nouvelle protéine, I'analyse de la séquence d'acides aminés présumée via la recherche dans la
base de données PROSITE, l'analyse de l'expression de I'ADNc nouvellement isolé par des
tests Northern Blot de tissus multiples, et la génération de vecteurs d'expression codant le
PPL13 humaine suivi de la transfection dans COS-7 afin d'examiner la localisation des protéines
(Q. S. Yang et al., 2001a). Depuis la découverte et la premiére investigation de la galectine-14,
cette protéine n'a été mentionnée que dans un nombre limité d'études, une quinzaine de
publications (selon la base de données bibliographiques Pubmed), la plupart d'entre elles liées a
I'analyse du cluster chromosomique 19, de l'interface mére-foetus et de l'infection parasitaire
chez les animaux.

Dans l'ensemble, le PPL13 présente une structure conservée, un seul CRD et une
activité de liaison au sucre ressemblant a d'autres galectines, étant ainsi reconnue comme une
galectine prototypique et nommeée galectine-14 sur la base de son homologie avec la galectine-
13 et suivant le systéeme de nomenclature de la famille des galectines humaines (Q. S. Yang et
al., 2001a). Comme la galectine-13, cette lectine est principalement exprimée a l'interface mére-
foetus humain, ou elle peut conférer des fonctions immunorégulatrices supplémentaires au
placenta (N. G. Than et al., 1999). Des études avec des modeles animaux ont montré que la
galectine-14 a une expression limitée aux éosinophiles des moutons, étant libérée de ces
cellules en réponse a la stimulation allergénique, ce qui suggére un réle de la galectine-14 dans
la régulation de l'activité des éosinophiles pendant les réponses allergiques (Dunphy et al.,
2002).
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1.3.1. Caractéristiques des génes et des protéines

Le géne de la galectine-14 est identifié comme LGALS 74 et il est situé dans le bras "q"
et la bande 13.2 du chromosome 19, généralement appelé Chr19g13.2 (N. G. Than et al., 2009,
Q. S. Yang et al., 2001a). La littérature montre que ce chromosome posséde un groupe de cinq
genes de galectine humaine, dont trois d'entre eux (LGALS13, 14 et 16) sont spécifiquement
exprimés dans le placenta (N. G. Than et al., 2009). Les recherches combinées BLAT et BLAST
ont permis d'étudier I'origine évolutive du cluster Chr19, déterminant que ce groupe de génes de
galectine est apparu au cours de I'évolution des primates en conséquence de la duplication et
de la réorganisation des génes. L'analyse phylogénétique a identifié le groupe du Chr19 comme
un groupe anthropoide de génes, parce que ces génes ne peuvent étre trouvés que dans un
groupe d'espéces de primates dont la taille du cerveau a augmenté et dont les gestations sont
longues (N. G. Than et al., 2009, Williams et al., 2010).
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Figure 1.8: Visualisation du génome de certains des génes imprimés et exprimés de fagon
monoallélique dans le placenta humain. Les génes imprimés détectés et confirmés, tels que

LGALS14 et d'autres, sont marqués en rouge. Adaptation de (Metsalu et al., 2014)

Dans une étude récente, un groupe de chercheurs estoniens a travaillé sur l'identification
de genes imprimés et I'expression monoallélique aléatoire dans le placenta humain en utilisant
le séquengage de I'ARN et le génotypage de variantes d'ADN codantes comme méthodes
(Metsalu et al., 2014). lls ont rapporté LGALS74 comme faisant partie de leur liste de candidats
a génes imprimés. Plus tard, ils ont validé sa détection et son identification en tant que géne
imprimé et exprimé monoallélique avec une préférence paternelle, ce qui signifie que
I'expression de LGALS14 dans le placenta est déterminée par le parent qui les a apportés

(Metsalu et al., 2014). En plus de ces informations, I'emplacement génomique des génes
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imprimés et exprimés de fagcon monoallélique a été identifieé, confirmant I'emplacement du
LGALS14 dans le chromosome 19, tel que précédemment rapporté par Yang et Than, en 2001
et 2009 respectivement (voir figure 1.8) (Metsalu et al., 2014, N. G. Than et al., 2009, Q. S.
Yang et al., 2001a).

Comme mentionné ci-dessus, I'ADNc de pleine longueur codant pour la PPL13 a d'abord
été isolé a partir d'une banque d'expression d'ADNc du cerveau feoetal humain. L'analyse
séquentielle a révélé un clone de 791 bp avec un long cadre de lecture ouvert de la position 224
a 643 bp avec un cadre de lecture contenant un codon stop a 155 bp et codant une protéine de
139 acides aminés avec une masse moléculaire théorique de 16,1 kDa. Une recherche BLAST
de séquences de nucléotides et de protéines a montré que la PPL13 est codée par quatre
exons et que sa séquence est homologue a des membres prototypiques de la famille des
galectines, comme la galectine-10, la galectine-11 (ovgal11) et la galectine-13, confirmant cette
protéine en tant que nouveau membre du clan des galectines (Q. S. Yang et al., 2001a).
L'alignement de séquence avec d'autres galectines affichait I'état de conservation de la
séquence codant le CRD et les limites exon-intron.

La capacité des galectines a lier les [-galactosides est liee a sept résidus d'acides
aminés (His44, Asn46, Arg48, His52, His61, Asp61, Trp68, Glu71, et Arg73) qui interagissent
directement avec les glucides dans le CRD et dont les mutations pourraient compromettre cette
affinité (Ahmed et al., 1996, J. Hirabayashi et al., 1994). Dans le cas de la galectine-14,
l'alignement de sa séquence a montré que trois de ces sept acides aminés importants sont
substitués, comme la galectine-10 humaine et la galectine-11, ce qui suggére que cette protéine
pourrait avoir une faible affinité pour les sucres galactosides (voir figure 1.9) (Q. S. Yang et al,,
2001a).
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Figure 1.9: Premier alignement des séquences d'acides aminés putatifs du PPL 13 avec les

galectines prototypiques connues. Adaptation de (Q. S. Yang et al., 2001a)
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L'alignement de la séquence d'acides aminés putative avec d'autres galectines a montré
que la plus grande similarité de séquence de la galectine-14 a été trouvée avec PP13,
présentant 78 % d'analogie de séquence d'acides aminés, suivie de 67 % et 54 % de similarité
avec la galectine-10 humaine et galectin-11 (ovgal11), respectivement (Q. S. Yang et al,
2001a). Fait intéressant, avec une identité d'acides aminés de 57 %, I'hnomologue mouton de la
galectine-14 démontre la plupart des identités a I'écalectine/galectine-9 humaine et seulement
24 % des identités d'acides aminés a la galectine-10 humaine (Dunphy et al., 2002). L'analyse
de la séquence d'acides aminés n'a pas permis d'identifier les peptides de signalisation pour
cibler I'emplacement de la galectine-14. De plus, une recherche dans la base de données
PROSITE a été effectuée pour identifier les sites de phosphorylation de la protéine kinase et les
résultats ont démontré que la galectine-14 contient un site de protéine kinase C a la position
120, un site de phosphorylation de caséine kinase Il a la position 42 et deux sites de tyrosine

kinase a la position 73 et 87, respectivement (Kubler et al., 2014, Q. S. Yang et al., 2001a).
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Figure 1.10: Alignement de séquences multiples de galectines humaines, y compris la galectine-14
(PPL13), montrant des résidus strictement conservés (fond bleu) et des résidus homologues (85 %

de conservation en bleu et 70 % de conservation en vert). Adaptation de (Guardia et al., 2011)
Plus récemment, un alignement de séquences multiples de presque toutes les galectines

humaines connues a ce jour a été rapporté, fournissant une premiére comparaison de tous les

CRDs des membres de la famille des galectines humaines, y compris la galectine-14 (Guardia
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et al., 2011). En utilisant un programme d'alignement multiple, les alignements ont été
déterminés et raffinés, en gardant le focus sur le pli CRD des galectines. lls ont démontré qu'en
moyenne les galectines présentent une identité de séquence de 29 % et une similarité de 47 %
par rapport aux substitutions conservatrices. Ceci suggére que les galectines humaines forment
une famille de protéines avec un degré d'identité de séquence considérablement faible, mais
présentant une structure trés similaire (voir figure 1.10) (Guardia et al., 2011). Avec d'autres
analyses, leurs résultats ont démontré que le CRD de la galectine-14 (et aussi de la galectine-
13 et -10) montre plus de deux changements dans les positions conservées, divergeant de la
majorité des galectines humaines qui montrent zéro ou jusqu'a deux changements dans les
positions canoniques et, en outre, ce sont les galectines qui détournent le plus des résidus
conservés sur le site de liaison des ligands (Ahmed et al., 1994, Guardia et al., 2011). Ces
résidus altérés dans le site de liaison des ligands du CRD sont situés a un endroit ou toute
altération peut entrainer des variations considérables dans la spécificité du saccharide des
galectines (Vasta, 2012). Ces altérations peuvent expliquer pourquoi la galectine-10 présente
une plus grande affinité pour le mannose et la galectine-13 manque d'affinité pour les (-
galactosides (Swaminathan et al., 1999, N. G. Than et al., 1999). En fait, une étude récente
montre que la spécificité de liaison du ligand galectine-13 est différente des autres galectines et
qu'elle ne se lie pas aux B-galactosides en raison d'une altération des résidus d'acides aminés
dans une position cruciale pour les interactions avec ces types de saccharides (Su et al,,
2018b). Méme si ce type d'étude n'a pas été réalisé avec la galectine-14, la similitude de
séquence entre la galectine-14 et la galectine-13 nous permet d'entrevoir un comportement
similaire de cette nouvelle galectine et de considérer les deux comme un nouveau type de

galectine prototype aux propriétés distinctes.

1.3.2. Structure protéique

Aucune information structurelle expérimentale n'est disponible pour la galectine-14, ainsi
que pour d'autres galectines récemment découvertes, comme la galectine-13. Cependant, les
connaissances actuelles sur les galectines combinées a la technologie disponible ont permis,
dans une certaine mesure, l'étude structurelle des nouveaux membres de la famille. Comme
nous l'avons déja mentionné, on sait que la structure primaire de la galectine-14 est homologue
a plusieurs membres de la famille des galectines, présentant la plus forte identité de séquence
(78 %) avec la galectine-13, étant identifiée comme une mono CRD galectine prototypique (N.

G. Than et al., 2009, Q. S. Yang et al., 2001a). Ces connaissances nous permettent d'inférer
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que la structure de la galectine-14, similaire a celle de la galectine-13, présente le pli protéique
"jelly roll", typique de cette famille, qui se compose de cinq et six feuillets B reliés par deux
hélices a caractéristiques du sous-groupe prototype.

Malgré le fait que la structure officielle de la galectine-14 n'a pas encore été définie ou
décrite, il existe quelques études qui ont évalué sommairement la structure de la galectine-14 et
tenté de combler cette lacune structurelle avec des modeles basés sur I'hnomologie. La premiére
étude a tenter d'examiner les galectines placentaires présentes dans le cluster du Chr19 et,
pour comprendre les fonctions des protéines codées par les génes de ce cluster, ils ont scruté la
séquence d'acides aminés et modélisé les structures protéiques (N. G. Than et al., 2009). Les
auteurs ont pu ainsi développer un modéle structurel des protéines humaines codées non
seulement par LGALS 74, mais aussi LGALS16 et -17 (voir figure 1.11) (N. G. Than et al., 2009).
Grace a cette modélisation homologique, ils ont révélé la structure prototypique de ces
galectines: un sandwich 3 conservé, composé de deux feuilles antiparalléles incluant le CRD (N.
G. Than et al., 2009, Vasta, 2012).

Figure 1.11: Superposition de structures de galectines humaines conservées (galectine 10, vert; -
13, rouge; -14, violet; -16, orange; -17, bleu). Adaptation de (N. G. Than et al., 2009)

La deuxiéme étude visant a construire un modele homologique pour la galectine-14 a été

réalisée pour analyser la structure, la dynamique et les caractéristiques de liaison des ligands

du réseau de galectine humaine (Guardia et al., 2011). lls ont pu construire les structures des
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galectines les plus récentes, dont les structures ne sont pas disponibles, a l'aide d'outils de
simulation informatique tels que les logiciels de modélisation d'homologie (voir figure 1.12)
(Guardia et al., 2011). En plus de contribuer a la compréhension des caractéristiques
structurales et moléculaires dynamiques du réseau de la galectine humaine, leurs résultats ont
également identifié la galectine-14 comme faisant partie du groupe F4 mono-CRD et ont
confirmé la structure prototype de la galectine-14 et sa similarité avec la galectine-13 (Guardia
et al., 2011, Houzelstein et al., 2004). Par conséquent, méme si I'hnomologie de la galectine-14
avec les membres de la famille des galectines est claire, d'autres études structurelles et

fonctionnelles spécifiques sont encore nécessaires.

Gal-10

Figure 1.12: Modéles basés sur I'homologie des galectines les plus récentes. Adaptation de
(Guardia et al., 2011)

1.3.3. Localisation et profils d'expression de la galectine-14

La premiére équipe de chercheurs a isoler la galectine-14 a effectué un Northern Blot a
tissus multiples pour analyser I'expression du PPL13. lls ont rapporté une forte expression
d'ARNm dans le placenta, sans qu'aucun signal ne soit détecté dans les autres tissus (Q. S.
Yang et al., 2001a). Selon la littérature et les données limitées disponibles sur la galectine-14, le
LGALS14 est considéré comme l'un des trois génes du cluster Chr19 qui ont une forte
expression placentaire. En général, de nombreuses galectines comme la galectine-1 et la
galectine-13 sont abondamment exprimées dans linterface meére-foetus, qui comprend le
placenta et les membranes foetales (Jeschke et al., 2007, Vicovac et al., 1998). Cependant,
certaines d'entre elles sont exprimées uniquement dans le placenta et on pense que la

galectine-14 est I'une d'entre elles. Les recherches de GenBank combinées a l'analyse de
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I'expression des génes par gRt-PCR sur divers tissus humains ont exposé I'expression
placentaire prédominante pour LGALS14, ainsi que LGALS13 et -16 (voir figure 1.13) (N. G.
Than et al., 2009).
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Figure 1.13: Le profil d'expression génétique d'un panel d’ADNc de 48 tissus humains révéle que
les LGALS13, -14 et -16 sont fortement et uniquement exprimées dans le placenta (panneau
inférieur). L'axe des y montre le niveau d'expression, et les nombres représentent la différence de
changement de pli entre les niveaux d'expression placentaire et d'expression génique moyenne de

tous les autres tissus. Adaptation de (N. G. Than et al., 2009)

A ce jour, la connaissance de I'emplacement de la galectine-14 dans le corps humain est
également trés limitée aux études de linterface mére-foetus. La méme étude qui a identifié
I'expression prédominante de LGALS14 dans le placenta a également étudié I'emplacement de
cette galectine dans le placenta et les membranes foetales par hybridation in situ de 'ARNm (N.

G. Than et al., 2009). Leurs résultats démontrent que LGALS74, en conjonction avec le
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LGALS13, -16 et -17, se trouve dans les trophoblastes du type amnio et extravilleux des
membranes foetales et dans le syncytiotrophoblaste du placenta (voir figure 1.14). lIs
s'expriment également dans les cellules des vaisseaux foetaux, les types épithéliaux et
endothéliaux (N. G. Than et al., 2009). Les travaux de Metsalu et al. ont également signalé la
présence de LGALS74 dans le placenta humain a la suite de leur étude de I'expression des
génes monoalléliques imprimés et aléatoires dans ce tissu (Metsalu et al., 2014). Comme
indiqué dans leur publication, ils ont identifié quatre nouveaux génes imprimés possibles dans le

placenta humain, LGALS14 étant I'un d'entre eux.
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Figure 1.14: Les galectines du cluster Chr19 ont un modéle d'expression similaire a I'interface
meére-foetus. (Gauche) L'hybridation in situ révéle I'expression de LGALS14 (carré rouge) dans
I'amnion (fleches) et les trophoblastes chorioniques (pointes de fleches) dans les membranes
feetales. (Droite) Dans le placenta, ces génes sont principalement exprimés par le
syncytiotrophoblaste (fleches) et I'endothélium foetal (pointes de fleches). Adaptation de (N. G.
Than et al., 2009)
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En ce qui concerne l'expression de la galectine-14 chez d'autres vertébrés, certaines
études ont décrit leur expression unique chez les éosinophiles de moutons et leur libération
aprés des stimuli parasitaires ou allergiques (Dunphy et al., 2002, A. R. Young et al., 2009). Les
travaux de Dunphy et collaborateurs, avec la galectine-14 ovine ont décrit, aprés analyse de
I'expression de 'ARNm et des protéines, que cette galectine est présente spécifiquement dans
les éosinophiles (Dunphy et al., 2002). Il est intéressant de noter qu'une autre galectine, le
cristal Charcot-Leyden ou galectine-10, présente également des niveaux d'expression élevés
chez les éosinophiles. Cependant, contrairement a la galectine-14 humaine, la galectine-14
ovine présente peu de similitudes avec la galectine-10, seulement 25 % d'identité d'acides
aminés (S. J. Ackerman et al.,, 1993, Q. S. Yang et al., 2001a). De plus, des expériences
d'immunohistochimie et de cytométrie de flux ont identifié la localisation de la galectine-14 ovine,
qui a été trouvée dans le cytoplasme des éosinophiles et éventuellement dans le noyau
(Dunphy et al., 2002). De plus, les travaux de Young et ses collégues ont fait un pas de plus
dans I'étude de la galectine-14 ovine et ont démontré que cette galectine est spontanément
libérée par les éosinophiles tissulaires, se lie au sang et aux granulocytes et lymphocytes
luminaux, et semble agir comme la galectine-10 en étant rapidement libérée pendant la
dégranulation des éosinophiles induite par l'ionophore calcique (Fukuda et al.,, 1985, A. R.
Young et al., 2009).

1.3.4. Fonctions et associations physiopathologiques

Selon le premier article décrivant la galectine-14 humaine, les résultats d'une recherche
GenBank dbEST ont identifié des séquences exprimées (EST) correspondant a la galectine-14
dans des tissus dérivés du placenta (principalement), de l'aorte, de I'ovaire, de la rate foetale, du
foie et du cerveau d'une banque d'ADNc, ce qui les a amenés a affirmer que la galectine-14
peut jouer un réle dans les premiers stades du développement du feetus (Q. S. Yang et al,,
2001a). Cette conclusion n'a toutefois pas encore été confirmée en raison de I'absence d'études
expérimentales de cette galectine. Cependant, les quelques données disponibles et les études
rapportées sur la galectine-14 ont permis d'avoir un premier apergu de ses propriétés
physiologiques et pathophysiologiques.

Les résultats des travaux de Than et al. suggerent que les galectines placentaires,
comme la galectine-14, induisent l'apoptose des cellules T, comme le démontrent les
expériences de cytométrie de flux, et cette induction semble étre accordée par le CRD. Ceci

s'explique par leur expérience avec la galectine-13 tronquée dépourvue du CRD, qui n'a montré
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aucune induction d'activité apoptotique par ces galectines (N. G. Than et al., 2009). Il semble
donc que la galectine-14 provoque la mort des cellules immunitaires par des voies apoptotiques
dont les détails sont encore inconnus, et confére une tolérance immunitaire au foetus (N. G.
Than et al., 2009). Ensuite, dans une étude plus récente également liée aux génes du groupe
Chr19 dans l'interface mére-foetus, Than et ses collégues ont utilisé diverses méthodologies
pour étudier la dysrégulation complexe des génes du groupe Chr19 dans la pré-éclampsie et
leurs résultats ont permis de mieux comprendre les génes de ce groupe, y compris la galectine-
14 (N. G. Than et al.,, 2014b). Parmi leurs nombreuses découvertes, ils ont rapporté que
LGALS14 et LGALS13 présentaient la plus forte diminution de la prééclampsie, ce qui a été
confirmé par immunocoloration des matrices tissulaires construites a partir de placentas. lls ont
conclu que l'expression placentaire des LGALS14 et LGALS13 est défectueuse dans la pré-
éclampsie prématurée en raison de la dysrégulation de facteurs de transcription importants qui
contrdlent les fonctions des trophoblastes et de la méthylation différentielle de ces génes (N. G.
Than et al., 2014b).

Une autre étude mentionnée précédemment nous donne également plus d'information
sur les fonctions de la galectine-14. Dans leurs travaux, Metsalu et ses collegues ont identifié
LGALS14 comme un nouveau géene imprimé dans le placenta humain et, étant donné que ses
homologues liés a la membrane sont des protéines connues pour réguler les fonctions
immunitaires, ils ont supposé que LGALS14 exprimé paternellement a un réle dans la régulation
du systeme immunitaire maternel pour empécher le rejet du foetus par I'organisme (Metsalu et
al., 2014). lls suggérent que les génes exprimés et monoalléliquement exprimés peuvent jouer
un réle dans la médiation de 'apoptose et du développement tissulaire, dans la régulation des
processus inflammatoires et des activités du systéme immunitaire, et enfin dans la modulation
des processus métaboliques et du cycle cellulaire (Metsalu et al., 2014).

La galectine-14 a également été étudiée en ce qui concerne ses effets sur la survie,
l'invasion et la prolifération des cellules du trophoblaste extravasculaire (EVT) (Fritz et al., 2015).
Ce travail a été publié en tant que résumé d'une session orale/affiche présentée dans une
conférence et publié dans le supplément du périodique Fertility and Sterility, donc l'information
sur ce travail est trés limitée. Cependant, ils ont décrit des résultats intéressants en ce qui
concerne les effets de la galectine-14 dans les cellules trophoblastes. D'aprés leurs
observations, la galectine-14 joue un rble dans la survie des trophoblastes dans des conditions
hypoxiques et les sauve de la mort cellulaire a la suite d'une hypoxie/blessure de réoxygénation.
De plus, cette galectine stimule l'invasion des trophoblastes et leur différenciation en EVT (Fritz

et al., 2015). Ces résultats appuient les conclusions de Bolnick et collaborateurs qui ont étudié
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les biomarqueurs altérés dans les cellules trophoblastiques et ont observé des différences
significatives dans I'expression de LGALS174 et d'autres génes entre les cellules EVT issues de
grossesses normales et les cellules EVT issues de pré-éclampsie et d'autres maladies
périnatales (Bolnick et al., 2016). Par conséquent, il a été suggéré que la galectine-14 pourrait
étre un agent thérapeutique possible pour les troubles placentaires liés a la grossesse, en
particulier la perte précoce de grossesse (Fritz et al., 2015).

Les proprietés et les fonctions de la galectine-14 chez d'autres mammiféres ont
également été étudiées. Chez d'autres mammiféeres, la galectine-14 semble étre impliquée dans
leur réponse immunitaire aux infections parasitaires multicellulaires et aux maladies allergiques,
comme l'asthme, via des mécanismes biologiques associés aux éosinophiles, comme le
recrutement des éosinophiles (A. R. Young et al., 2009, Anna R. Young et al., 2002). La fonction
exacte de la galectine-14 ovine est encore inconnue, mais des indications montrent que cette
lectine pourrait jouer un réle important dans I'attrition des parasites a médiation €osinophile en
raison de sa présence dans les sites d'infection parasitaire, ou elles peuvent interagir avec les
motifs glucidiques des parasites multicellulaires et ensuite réguler la réponse inflammatoire
produite par ce type d'infection (Dunphy et al.,, 2002, Anna R. Young et al., 2002). D'autres
résultats suggérent que cette protéine a un réle extracellulaire clé dans les processus
inflammatoires liés aux réactions allergiques et aux maladies. Les résultats des expériences de
liaison ont montré que la liaison de la galectine-14 ovine n'est pas limitée aux éosinophiles, mais
aussi aux neutrophiles, lymphocytes et autres cellules impliquées dans la réponse inflammatoire
(A. R. Young et al., 2009). Comme pour les autres galectines, la galectine-14 présente
probablement des fonctions extra et intracellulaires, comme la régulation de la migration
cellulaire et I'apoptose, cette derniére étant liée a la présence d'un motif de type Bcl-2 dans sa
séquence, présent également dans la galectine-1 et -3, galectines dont le réle dans la régulation

apoptotique a été prouvé (Akahani et al., 1997, Dunphy et al., 2002, Perillo et al., 1997).
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CHAPITRE 2

GALECTINE-14: LES CARACTERISTIQUES D'UNE NOUVELLE
GALECTINE DANS LE CANCER

Article publié:
De Araujo L.O.F and St-Pierre Y. (2018). Galectin-14 expression in ovarian
cancer. BioRxiv
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RESUME

Les galectines (gal) sont des protéines multifonctionnelles dont I'expression change dans
différentes conditions physiologiques ou pathologiques, comme le cancer. Cependant, jusqu'a
présent, la plupart des études ont porté sur les gal-1 et gal-3 et, dans une moindre mesure, sur
les gal-7 et gal-9. Nous en savons encore trés peu sur les autres galectines, en particulier celles
récemment découvertes, comme la galectine-14, une galectine prototypique hautement
exprimée a l'interface mere-foetus. Ici, en utilisant des approches in silico et in vitro, nous
rapportons une corrélation entre I'expression de Igals14 et le cancer de I'ovaire. Nous avons
découvert qu'une expression élevée d'’ARNm de gal-14 dans les cellules cancéreuses
ovariennes est associée a une survie plus bas. En accord avec cette observation, nous avons
également constaté que Igals14 est préférentiellement exprimé dans le cancer de l'ovaire,
particulierement dans I'adénocarcinome séreux de haut grade (HGSA). Nos données in vitro sur
les lignées cellulaires cancéreuses ovariennes ont confirmé que lgals14 est exprimé dans
I'HGSA. Fait intéressant, I'expression de novo de gal-14 dans les cellules HEK-293 a augmenté
I'apoptose, tant au niveau basal qu'aprés exposition a de faibles doses d'étoposide. Ainsi, bien
que I'étude de cette galectine n'en soit qu'a ses débuts, nous avons été en mesure de fournir de
nouvelles connaissances sur les modes d'expression de cette galectine et son implication dans

le cancer.
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Abstract

Galectins (gal) are multifunctional proteins whose expression changes under different physiological
or pathological conditions, including cancer. However, so far, most studies have focused on gal-1
and gal-3, and to a lesser extent to gal-7 and gal-9. We still know very little about other galectins,
especially the recently discovered ones, such as gal-14, a prototype galectin highly expressed at the
maternal-fetal interface. Here, using in silico and in vitro approaches, we report a correlation between
lgals14 expression and ovarian cancer. We found that high expression of gal-14 mRNA in ovarian
cancer cells is associated with a shorter survival. Consistent with this observation, we also found that
lgals14 is preferentially expressed in high grade serous adenocarcinoma (HGSA) ovarian cancer.
Our in vitro data with ovarian cancer cell lines confirmed that Igals14 is readily expressed in HGSA.
Interestingly, de novo expression of gal-14 in HEK-293 cells increased apoptosis, both at the basal
level and following exposure to low doses of etoposide. Thus, although the study of this galectin is
still in its infancy, we were able to provide novel insights into the expression patterns of this galectin

and its involvement in cancer.
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Introduction

Galectins are small molecular weight soluble proteins with have high affinity for -galactosides
(Barondes et al., 1994b). They were first recognized as lactose-specific lectins, or more
specifically B-galactoside-binding lectins, a group of soluble proteins widely found in extracts of
vertebrate tissues and whose activity could be inhibited by lactose, galactose or related
carbohydrates, such as N-acetylgalactosamine (Cooper et al., 1999, Kilpatrick, 2002, Varki et
al., 1999). To date, in mammals, a total of 19 different galectins have been identified. They are
involved in a large number of cellular functions, most notably in the regulation of cell survival. In
vertebrates, galectins are found in a variety of tissues and in almost every cell type. Gal-1, for
example, is widely expressed by various cell types, such as vascular endothelial cells, epithelial
cells and cells from both primary and secondary lymphoid organs (Arthur et al., 2015, Di Lella et
al., 2011, Thiemann et al., 2011). Gal-3, another extensively documented galectin, is expressed
in a variety of human tissues and cells, such as in normal human peripheral blood monocytes,
activated macrophages, mast cells, T cells, certain epithelial cells and sensory neurons (Dumic
et al., 2006, F. T. Liu et al., 1995, Wang et al., 2016). Gal-7 is largely expressed in normal
epithelial cells and is often considered a marker of epithelial differentiation (Labrie et al., 2014,
Madsen et al., 1995). The two tandem-repeat galectins, gal-8 and -9, are expressed in vascular
and lymphatic endothelial cells, and in the thymus, respectively (John et al., 2016, Troncoso et
al., 2014). The Charcot-Leyden Crystal protein, or gal-10, is abundantly expressed in the bone
marrow, the birthplace of immune cells, and in several subpopulations of immune cells (Di Lella
et al., 2011, Kubach et al., 2007, N. G. Than et al., 2009). The expression pattern and role of
other galectins is, however, less well known. We do know, however, that gal-12 is predominantly
expressed in adipocytes while gal-13, -14 and -16 are preferentially expressed in the placenta
(Fritz et al., 2015, Q. S. Yang et al., 2001a, Ri-Yao Yang et al., 2012).

Gal-14, also known as Placental Protein 13-like or PPL 13, is one the less well known galectins.
Gal-14 is a prototype galectin with significant homology to gal-13 (Q. S. Yang et al., 2001a).
Galectin-14 gene is identified as Igals14 and located within a cluster of galectin genes on the
q13.2 region of chromosome 19 (N. G. Than et al., 2009, Q. S. Yang et al., 2001a). Although it
has been mostly known for its expression in the placenta, studies with animal models have
shown that gal-14 is also expressed in eosinophils from sheep, being released from these cells
in response to allergen stimulation, suggesting a role of gal-14 in the regulation of eosinophils
activity during allergic responses (Dunphy et al., 2002). Its expression and role in cancer,

however, remains largely unknown. In the present work, we provide novel insights into the
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expression patterns of this galectin and explore its potential role in regulating cell survival in

cancer.

Results

In silico analysis of galectin-14 expression in normal and cancer tissues
To obtain a global view of gal-14 expression in normal and cancer tissues, we first interrogated
TCGA datasets. As expected, the tissue expressing the highest number of Igals14 transcripts was
the placenta as compared with other normal tissues (Figure 2.1). In cancer tissues, Igals14 was
expressed at a higher level in several types of cancer, including liver, breast, liver, uterine and
ovarian cancer (Figure 2.2a). In contrast, levels of Igals14 were relatively low in prostate, uveal,
and pancreas cancer, indicating that /gals74 expression in cancer is cancer-type specific. Analysis
of Igals14 expression in the NCI-60 panel of human cancer cell lines that is commonly used to
assess the expression of specific genes in cancer confirmed that Igals14 expression is significantly

higher in human ovarian cancer cell lines when compared to other cancer cell lines (Figure 2.2b).

High expression of galectin-14 is associated with decreased survival of OC patients

Because epithelial ovarian cancer (EOC) is an aggressive type of cancer with limited treatment
options, we focused our investigations on EOC, specially high grade serous ovarian
adenocarcinoma (HGSA), the most aggressive subtype of EOC. Data mining using the
Expression Atlas database, an open source that allows to study expression of specific genes
across tissues or cell lines showed that Igals714 was expressed in many EOC cells lines (Figure
2.3). Interestingly, EOC cell lines expressing the highest level of Igals14 were derived from
patients with HGSA. This finding included OVCAR-3, a common cell model to study EOC. An
overall survival curve calculated by Kaplan-Meier method showed that high levels of Igals14
were associated with a poorer survival (p = 0.016) (Figure 2.4). The expression of Igals14 was
also significantly higher in EOC tissues as compared to control (normal) tissues (p = 0.03)
(Figure 2.5a). Furthermore, comparison between Igals14 expression in EOC cases that are
sensitive and resistant to platinum-based treatment was very close to the threshold of
significance (p = 0.1) (Figure 2.5b). Whether Igals14 expression is driven by genetic alterations
in EOC cell lines is a real possibility as Igals14 had the highest percentage of genetic
amplification in EOC when compared to other members of the galectin family, most notably
lgals1 and Igals3 (Figure 2.6). Genetic alterations (mostly amplifications) of Igals14 is indeed
frequently observed in serous ovarian carcinoma and correlates with a poorer survival of

patients with ovarian cancer (Supplementary figure S2.1 and S2.2)
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Validation of in silico data

We next carried out PCR and Western Blot analysis to validate the expression of gal-14 at the
mRNA and protein levels. We also took the opportunity to look at other less well known galectin
genes, including Igals10, Igals12, Igals13, and Igals16. We first confirmed that OVCAR-3 cells
readily express high levels of Igals14 (Figure 2.7a). No expression was found in HL-60 cell line, a
common human leukemia cell model. Lgals10 and Igals16 were also expressed in OVCAR-3 cells,
albeit at lower levels than Igals14. Expression of Igals14 in EOC cell lines was also observed in
TOV-1369 (TR), another HGSA cell line (Letourneau et al., 2012). The TOV-1369(TR) cell line is a
pre-chemotherapy cell line derived from a solid tumor (TOV) located in the fallopian tube
(Supplementary Table 2.1). After ovarian cancer diagnosis, this patient received a treatment of
paclitaxel and carboplatin for 5 months, two cycles of paclitaxel alone, 11 cycles of doxorubicin and
a final treatment with Topotecan (Letourneau et al., 2012). The OV-1369(R2) cell line is a
metastatic cell line that was derived from the same patient at the end of the treatments (Letourneau
et al.,, 2012). Low but detectable expression of Igals14 was also found in OV4453, another pre-
chemotherapy HGSA cell line derived from ascites (OV) collected from a 70-year-old patient (Fleury
et al., 2015). Both patients had a prior history of breast cancer. No detectable expression was
observed in A2780, an ovarian endometroid adenocarcinoma cell line derived from an untreated
patient, and SK-OV-3, a cell line derived from the ascites of a 64 year-old patient with an ovarian
serous cystadenocarcinoma (Fogh et al., 1977). As expected, constitutive expression of Igals14
was observed in placenta tissues. It was also found in the AML-14-3D10, an eosinophilic cell line
derived from a patient with an acute myelogenous leukemia (AML) expressed Igals14, consistent
with previous reports showing that Igals74 is expressed in eosinophils, but not in other lymphoid or

myeloid cells, including lymphocytes and macrophages (Dunphy et al., 2002).

Galectin-14 protein levels

We next examined the expression of gal-14 at the protein level in EOC cell lines. First, we
compared two commercially available anti-gal-14 antibodies using placenta and recombinant
human gal-14. Our results showed that while both antibodies were capable of detecting gal-14
proteins, one of the antibodies showed low but detectable cross-reactivity with human gal-7 and
gal-1 (Figure 2.7c¢, d). This antibody is a mouse monoclonal antibody (MAB5744, from R&D
Systems) that was developed following immunization with human recombinant gal-14. The other
antibody (ab150427, from Abcam) is a rabbit polyclonal antibody generated from an unknown
(proprietary) peptide sequence. We thus used the Abcam antibody for the remaining of our

experiments. We could not, however, detect gal-14 in protein extracts from ovarian cancer cell
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lines, nor with the AML-14.3D10 cells (Figure 2.7e). Our results obtained following transfection of
a vector encoding human gal-14 in HEK-293 embryonic kidney cells, which do not normally express
lgals14 (Figure 2.8a), showed that we can detect gal-14 protein form in cellular extracts (Figure
2.8b). This suggests that while EOC and AML-14.3D10 cells express detectable levels of Igas14,

they do not express detectable levels of gal-14 proteins.

Expression of gal-14 in HEK-293 cells

Our experiments with HEK-293 cells provided us the opportunity to explore, for the first time, the
functional role of gal-14. Given the propensity of galectins to modulate apoptosis, we first compared
PARP-1 cleavage in a (empty vector) control and cells transfected with a vector encoding human
gal-14. Our results showed that de novo expression of gal-14 significantly (p < 0.05) increased the
level of apoptosis in HEK-293 cells (Fig. 2.8c). It also increased apoptosis induced by low doses of
etoposide, a common cancer chemotherapeutic agent (Fig. 2.8d). Not surprisingly, de novo
expression of gal-14 in HEK-293 cells significantly reduced their in vitro growth (Supplementary
figure S2.4).

Discussion

In this study, using in silico and in vitro approaches, we have shed some light on the expression
profile of gal-14 and started to explore its potential role in cancer. During our investigation, one type
of cancer caught our attention: ovarian cancer. Our findings showed that Igals14 expression is
elevated in ovarian cancer cell lines derived from patients with HGSA, the most aggressive subtype
of ovarian cancer. In addition, we observed that Igals714 harbors more genomic alterations in
patients with ovarian cancer than some of its famous family relatives, such as Igals1 and Igals3. We
also found that high expression of Igals14 is associated with a shorter survival of patients with
EOC, consistent with its preferential expression in HGSA. Additionally, we found that gal-14
expression in ovarian cancer cell lines is detectable at the mRNA level but not at the protein level.
Our findings associated with HEK-293 transfectants suggest that this inability to detect gal-14 at the
protein level is most likely due to the fact that these cells express very low levels of gal-14 proteins
despite the fact that Ilgals714 is readily detectable. This would be consistent with the our data
showing that high expression of gal-14 increases basal levels of apoptosis. These results thus
provide the first indications that gal-14 has a role in cell death processes. Taken together, although
the study of this protein is still in its infancy, we were able to provide novel insights into the
expression patterns of this galectin and its involvement in cancer.

Our in silico study of Igals14 expression in normal tissues agrees with previous studies showing
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that gal-14 is preferentially expressed in the placenta (N. G. Than et al., 2009, N. G. Than et al,,
2014b, A. R. Young et al., 2009). To this day, the only data available about the expression of
galectin-14 in other human normal tissues was published more than 15 years ago by researchers
who studied gal-14 mRNA levels in multiple tissues by Northern Blot (Q. S. Yang et al., 2001a).
Yang’s team could not detect /gals14 in other tissues. Our in silico study suggest, however, that
gal-14 is possibly expressed at low levels in some tissues, most notably in adrenal and salivary
glands, and possibly in the kidney and colon. Whether these low levels reflect expression in
specific subpopulations within these tissues is a real possibility. Further studies using cell lines and
tissue microarrays will be needed to address these issues.

Very few studies have examined the role of gal-14 in cancer. Using a gal-14-specific aptamer, Cho
and colleagues have shown that gal-14 was expressed, albeit at low levels, in hepatocellular
carcinoma cell lines, including SNU761, Huh-7, and SNU3058 (Y. Cho et al., 2016). Interestingly,
the result of our in silico analysis of 53,622 DNA microarray samples from 214 cancer studies
shows an elevated mRNA expression of Igals14 in several cancers, including liver cancer. Yet, one
interesting finding was that increased Igals14 expression and mutation frequency of Igals714 were
clearly evident in tumors of the female reproductive tract, including breast, uterine and ovarian
cancer, including the most malignant subtypes of ovarian cancer (Koshiyama et al., 2017). The
involvement of galectins in female tract neoplasia has already been documented for some
prototype galectins, such as gal-1 and -7. For example, increased expression of galectin-1 is found
in uterine, breast, cervical, and ovarian cancers (Dalotto-Moreno et al., 2013, Ege et al., 2011,
Kohrenhagen et al., 2006, van den Brile et al., 2003, van den Brule et al., 1996). Gal-7 is also
expressed at abnormally high levels in breast, ovarian and cervical cancer (Carole G. Campion et
al., 2013, Grosset et al., 2014, Labrie et al., 2014, Tsai et al., 2013). When it comes the proteins
homologous to gal-14, -10 and -13, the data is, again, very limited. The majority of studies have
focused on the role of gal-10 in eosinophil-specific processes, and the functions of gal-13 in the
maternal-fetal interface and in pregnancy-related events (Chua et al.,, 2012, De Re et al., 2009,
Kliman et al., 2012, Sammar et al., 2014). Therefore, our results are the first to give some insights
into the expression of gal-14 in cancer, more specifically, in cancers of the female reproductive
tract. In fact, our findings suggest that there might be an association between gal-14 and
progression of EOC. The fact that Igals14 is preferentially expressed in HGSA is particularly
interesting given the limited treatment options for this subtype of cancer. Understanding the
molecular mechanisms controling expression of gal-14 will also be needed to determine which
pathways controls its expression in specific tumor subtypes. It is interesting to note that the

promoter of Igals14 contains consensus sites for both Nf-kB, Sp-1, and ¢/EBP , all of which have
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previoulsy been shown to control expression of gal-7 in cancer cells (C. G. Campion et al., 2014,
Carole G. Campion et al., 2013).

Our results warrant further investigations on the role of gal-14 in EOC, most notably in its potential
role in controlling cell death and the apparent discrepancy between the observations that higher
lgals14 expression is associated with lower survival of patients with EOC and the pro-apoptotic role
of gal-14 observed in HEK-293 cells. One possibility is that gal-14’s pro-apoptotic function is cell
type-specific. Another possibility is that the pro-apoptotic function of gal-14 in HEK-293 cells was
due to the abnormally high levels of gal-14 following gene transfer, while EOC cells barely express
the gal-14 protein, as we found in OEC cell lines, which keeps them protected from gal-14-induced
apoptosis. This would explain why OV-1369(R2) cells, which were established following
chemotherapy does not express gal-14 while TOV-1369(TR) (established prior to pre-
chemotherapy) does. This would also explain why we were not able to detect gal-14 proteins in
OVCAR-3 cells despite the presence of Igals14. This result was somewhat unexpected, given that
transcription levels of a given gene often dictates the presence/absence of the corresponding
protein. Yet, there are examples of galectins showing this type of molecular behavior. For instance,
Satelli and colleagues showed that gal-1 and gal-3 proteins could not be detected in HEK-293 cells
even though these cells expressed gal-1 and gal-3 mRNA (Satelli et al., 2008). Similar observations
were also reported with gal-8 (Satelli et al., 2008). These findings support the existence of some
type of translational repression mechanisms in ovarian cancer cells that keep gal-14 from being
translated or specific proteolytic activity that effectively eliminates gal-14 as soon as it is
synthesized.

It is becoming clear that members of the galectin family play an important role in cancer. Research
over the past years has identified key roles for these lectins and their ligands in cancer immuno-
editing and metastasis. We still need, however, to better understand the contribution of less well
known galectins in cancer. This is particularly important for the development of anti-galectin drugs
and for limiting their potential off-target effects. Overall, this preliminary study allowed us not only to
provide novel insights into the expression patterns of this galectin in normal and cancer cells, but
also to explore its potential role in cancer. It certainly sets the ground for future investigations of
gal-14 in cancer, most notably in ovarian cancer. Although the study of gal-14 is still in its infancy,
on a long-term basis, our results may contribute to the development of new and valuable anti-

cancer strategies.
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Material and Methods

In silico analysis

In silico analysis of galectin-14 expression was first conducted using datasets from the Gene
Expression Omnibus (GEO) repository of the National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(Edgar et al., 2002). We examined microarray datasets obtained from profiling human normal
tissues (GDS1096) (Ge et al., 2005), cancer cell lines (GDS4296) (Kohn et al., 2014) and ovarian
cancer cells (GDS3592 and GDS4950) (Bowen et al., 2009, Koti et al., 2013). Additionally, other
analysis were conducted using the public RNAseq datasets of large-scale cancer genomics
projects obtained from the cBio Cancer Genomics Portal and the gene expression data across
biological conditions from Expression Atlas database (Cerami et al., 2012, Gao et al., 2013,
Petryszak et al., 2016). The putative transcription factor binding sites (TFBS) of galectin-14 gene
sequence were identified using ALGGEN PROMO, a virtual laboratory for the study of TFBS in
DNA sequences (Farré et al., 2003). Analysis of public RNAseq datasets from the Cancer Genome
Atlas (TCGA) were also conducted to correlate the expression of galectin-14 mRNA and the overall

survival of patients with ovarian cancer.

Cell lines, tissues, and reagents

The A2780 and OVCAR-3 ovarian cancer cell lines were kindly provided by Dr. Eric Asselin
(Université du Québec a Trois-Rivieres, QC, Canada), and the AML-14.3D10 eosinophil cell line
was provided by Dr. Denis Girard (INRS-Institut Armand-Frappier, Laval, QC, Canada). These cells
were maintained in RPMI 1640 medium supplemented with 10 % [v/v] fetal bovine serum (FBS), 2
mM L-glutamine, 10 mmol/L HEPES buffer, and 1 mmol/L sodium pyruvate. The SK-OV-3 ovarian
cancer cell line was grown in McCoy’s 5A medium supplemented with 10 % [v/v] FBS, 2mM L-
glutamine and 10 mM HEPES buffer at 37°C in a humidified atmosphere containing 5 % CO,. The
HEK-293 cell line was provided by Dr. Stéphane Lefrangois (INRS-Institut Armand-Frappier, Laval,
QC, Canada) and it was maintained in Dulbecco’s modified Eagle complete medium (DMEM)
supplemented with 10 % [v/v] FBS. The high grade serous (HGS) ovarian carcinoma cell lines were
a generous gift from Dr. Anne-Marie Mes-Masson (CRCHUM-Université de Montréal, Montreal,
QC, Canada) and they were established from the ascites of a patient (OV-4453) and from a HGS
ovarian tumor of a patient before (TOV-1369TR) and after (OV-1369 (R2)) chemotherapy treatment
(Fleury et al., 2015, Letourneau et al., 2012). These cell lines were maintained in ovarian surface
epithelium (OSE) medium (Wisent, QC, Canada) supplemented with 10 % [v/v] fetal bovine serum.

All cell culture products were purchased from Life Technologies (Burlington, ON, Canada). The
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placenta tissue was provided by Dr. Cathy Vaillancourt (INRS-Institut Armand-Frappier, Laval, QC,
Canada).

RNA isolation and RT-PCR analysis

Total cellular and tissue RNA were isolated from cells using the TRIzol reagent (Life Technologies)
according to the manufacturer’s instructions. First-strand cDNA was prepared from 2 ug of cellular
RNA in a total reaction volume of 20 pL using the reverse transcriptase Omniscript (QIAGEN,
Mississauga, ON, Canada). After reverse transcription, the cDNAs were amplified by PCR with
genes specific primers (see Table 1) and using the following conditions: 94°C for 3 minutes,
followed by 30 to 35 cycles of the following: 94°C for 60 sec, 62°C (GAPDH) and 65°C (lgals14) for
60 sec, and 72°C for 60 sec, followed by a final extension step at 72°C for 10 minutes. PCR was
performed in a thermal cycler (MJ Research, Watertown, MA). The amplified products were
analyzed by electrophoresis using 1.5 % [w/v] agarose gels, SYBR Safe (Life Technologies) DNA

gel staining and UV illumination.

Western blot analysis

For whole cell extracts, cells were homogenized and resuspended in radioimmunoprecipitation
assay (RIPA) lysis buffer (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) containing a cocktail of
protease inhibitors (Roche, Laval, QC, Canada). For placenta extracts, the tissue was dissected,
cut and homogenized in RIPA buffer with protease inhibitor, followed by centrifugation at 13,000 x g
for 15 minutes at 4°C to pellet cell debris and collect lysate. Equal amounts of whole-cells and
tissue extract (20-60 pg) were separated on 15 % SDS-polyacrylamide gel and transferred onto
nitrocellulose membranes (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, Canada). The membranes
were first blocked with 5 % milk [w/v] in TBS/0.05 % Tween 20 [v/v] for 60 min at room temperature
and subsequently blotted overnight at 4° C with primary antibodies (see Table 2). Secondary
antibodies consisted of horseradish peroxidase-conjugated donkey anti-rabbit (GE Healthcare,
Buckinghamshire, England), donkey anti-goat (R&D Systems) or sheep anti-mouse (GE
Healthcare) IgG. Detection of immunoblots was performed by the enhanced chemiluminescence

method using ECL detection reagent (GE Healthcare).

Transfection and apoptosis assays
The vector encoding human Gal-14 gene (HG11371-CH) was obtained from Sino Biological (North
Wales, PA, USA). The plasmid encoding human Gal-7 gene was obtained through the cloning of

galectin-7 cDNA into sra eukaryotic expression vector using Spel and BamHI restriction enzymes
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as previously described (Campion et al. 2014). The controls were generated using the empty
PCMV3 and Sra vectors. For transient transfection, the HEK-293 cells were plated at equal
densities 24h prior to transfection and then transfected with the indicated vectors using the
Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’'s protocol. After 24h,
transfected cells were treated with increasing concentrations of etoposide (0—200 uM) for 24h.
Cells were lysed with 50 pL of RIPA buffer containing protease inhibitor at 4°C for 30 min and
centrifuged at 13,000 x g for 15 min at 4°C. Equal amounts of protein were then separated and
processed by Western Blotting following to the protocol previously described. Nitrocellulose blotting
membranes were then probed with a rabbit anti-Poly-(ADP-ribose) polymerase (PARP)-1 polyclonal
antibody (1:1000; Epitomics, Burlingame, CA, USA) and a mouse anti-B-actin antibody (1:10000;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), followed by incubation with secondary antibodies and

chemiluminescence detection.

Statistics
Statistical significance of the experiments was evaluated using the unpaired Student’s t-test.

Results were considered statistically significant at P< 0.05.
Financial support: This study was supported by the National Science and Engineering Research
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Figure legends

Figure 2.1: Expression of Igals14 in normal human tissues. Data were generated using the

publicly availabe GeoProfile databas.

Figure 2.2: Igals14 expression in cancer tissues and cell lines. (A) mRNA expression of
lgals14 from 53, 622 samples in 214 studies. (B) Human Igals14 expression in the NCI-60 cancer

cell lines.

Figure 2.3: Expression of Igals714 in human ovarian cancer cell lines. Data were obtained from
the Expression Atlas database. HGSA; high-grade serous adenocarcinoma; OC; ovarian
carcinoma; CA; ovarian cystadenocarcinoma; SA; ovarian serous adenocarcinoma; CCA; ovarian

clear cell adenocarcinoma; SCA; ovarian serous cystadenocarcinoma.

Figure 2.4: Kaplan-Meier survival analysis. Five-years OS of ovarian cancer patients with low or
high expression of galectin-14 mRNA. Five-year overall survival (OS) of ovarian cancer patients

according to Igals14 expression levels. Data were obtained from the TCGA database.

Figure 2.5: Expression of Igals14 in ovarian cancer significantly higher than expression in
normal ovarian epithelial cells. (A) Expression in normal and cancer ovarian epithelia. (B)
Expression in high grade serous ovarian cancer according to resistance to platinum-based
chemotherapy. Error bars represent SEM. All data were obtained from Geoprofile microarray

datasets.

Figure 2.6: Genomic alterations in galectin genes in ovarian cancer. Galectins mutations

across a set of ovarian serous cystadenocarcinoma cases.

Figure 2.7: Galectin-14 expression in ovarian cancer cell lines. (A) MRNA expression of less
well known galectins in OVCAR-3 and HL-60 cells. (B) The expression profile of Igals14 in various
EOC cell lines as measured by standard RT-PCR. DNA sequencing confirmed the identity of the
amplicons (Supplementary figure S3) (C) Validation of gal-14-specific commercial antibodies by

Western Blot. (D) Western Blot analysis of gal-14-specific antibodies against recombinant human

50



gal-1, gal-7, and gal-14. (E) Galectin-14 protein expression profile in various EOC cell lines as

measured by Western Blot.

Figure 2.8: Parp-1 expression in HEK-293 transfectants. (A) RT-PCR analysis of Igals14 in
HEK-293 cells. (B) Validation by Western Blot of successful transfection of plasmid encoding
lgals14 in HEK-193 cells. Placenta was used as positive control. (C) Western Blot analysis of
cleaved Parp-1 in transfected HEK-293 cells. (D) Parp-1 cleavage in transfected HEK-293 cells

treated with increasing doses of Etoposide for 24h.
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FIGURE 2.1

350
300
250
200

150

(Arbitrary units)

100

Human Igals14 expression

5

& & -?'\e’\e‘(\‘_(\ aé\\\
‘:,é z\\o&‘ "‘\55*"@\’6 \’#fo\\(.ao\@@e.@((\ z
\\@ g & Q,\ o C.-° ‘b\ @\, Q* 0 <\ \Q&q\ ‘!&c\@ \0 @\ o %‘\0‘ G ‘L\@\ (b“ \)‘
ia- &

&

& & X 2
s Q\\ e@ e;r:- &

o
—
—
—
—
—
—
—
—
—

‘9—
—
—

52



LGALS14 Expression --- RNA Seq V2 (log)

Human /gals14 expression

(Arbitrary units)

FIGURE 2.2

“t sog £, ,

P=0.02
[ |
P=0.003
I 1
P=0.007
[ |
P=0.02
[ |
P=0.04
n=21
n=18 n=21 n=26 n=26 n=15
Ovarian Leukemia Colon Melanoma NS cell Breast

53

lung



OC cell lines

59M
AZTBO

JHOS-3
JHOS5-4
KURAMOCHI
KYO-1

MCAS
MNIH:OVCAR-3
8

SWE26
TOV-21G
TYK-nu
TYK-nu.CP-r
UWB1-289

FIGURE 2.3

5 10 25 30
HGSA
m— OIC
ca
HGSA
HGSA
HGSA
HGSA
— SA
HGSA
HGSA
- HGSA
— CCA
SQA
Qc
Mean (1.53) 10XM

Galectin-14 mRNA Expression

54



Survival (%)

o
o

N
o

FIGURE 2.4

P=0.016

B Low expression (MST: 40.12 m

B High expression (MST: 27.55
mo)

10

20 30 40 50 60
Months

55



FIGURE 2.5
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FIGURE 2.7
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Supplementary figure legends

Figure S2.1: Igals14 alterations in cancer. Data were obtained from the cBioportal database

(cumulative data from 214 studies).

Figure $2.2: Overall survival of ovarian cancer patients according to the presence of genetic

alterations in Igals14. Data were obtained through TCGA database.
Figure $2.3: Validation of amplicons using gal-14-specific primers.

Figure S2.4: Cell proliferation following de novo expression of Igals14. HEK-293 cells were
seeded into a 12-well-plate and counted at the indicated time using trypan-blue staining. The

results are representative of four independent experiments.
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FIGURE S2.1
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FIGURE S2.3

>ID|10573419 Lgalslidbp439teow P1613091 012.abl

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgagggattocctcacNatgaggagtctgatcat
ctoccctocaatocgoctgataagocactoctggtcagggagatatctoctgaagacttgocagocate
ttcacagatgcoctggocgggaatcgatgggcaaagttgtaaatgegttggeoccatttacecatt
accttgtattccttgtgacgcacatagatgcacagctcaaatggtttgoccatcttcaaag
ggtaaatagtagcatttectcctcatatctcecatatgecaaacacacaactgttecatgatt
gcaggatgaccaaagtgcagtocggaattggaaagcaatatctgagtecctcatccatococca
gtgtagaaattcacctcoccagoctgtgggtccttgacaaaagtgalNNNNNNNNNNNNNINNN

Accession Title Identity Alignment length Seq. stant Seq. stop
INM_020129.2 Homao sapiens galectin 14 (LGALS14), transcript variant 1, mRNA 99.47% 376 306 681
INM_203471.1 Homao sapiens galectin 14 (LGALS14), transcript variant 2, mRNA 99.47% are 611 286
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SUPPLEMENTARY TABLE S2.1

Fell Origin Subtype Info
Ine
A2780 Ovarian carcinoma Serous Established from tumour tissue from an untreated patient
Adenocarcinoma Serous Established from the malignant ascites of a patient (Caucasian/
Ovcar-3 . . R
female/ 60 years) with progressive adenocarcinoma of the ovary.
SK-OV-3 Adenocarcinoma Serous Derived from ascites from a 64-year-old patient.
Cystadenocarcinoma High-grade serous Derived from fallopian tube from a 58-year-old patient.
TOV1369( papillary Pre-chemotherapy cell line. (TOV = solid/invasive tumor / TR =
TR) Advanced stage (G3, IIC) | fallopian tubes). Patient with breast cancer + chemotherapy 14
months before
Cystadenocarcinoma | High-grade serous Post-chemotherapy cell line. OV = ascites
0V1369(2) papillary Patient had breast cancer + chemotherapy 14 months before
Advanced stage (G3, lIC)
oVa453 Adenocarcinoma High grade serous Derived from ascites from a 70-year-old patient.

Previous history of breast cancer (5 years before).
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CHAPITRE 3

DISCUSSION GENERALE
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3.1. Sommaire des résultats

Ce projet de recherche a permis de mettre en évidence une protéine peu connue, la
galectine-14. Plus spécifiquement, nous avons pu étudier, par des approches in silico et in vitro,
I'expression génique et protéique de cette galectine dans les cellules cancéreuses, et
commencer a explorer son réle dans le cancer. Lors de I'étude de cette galectine dans les
tumeurs, un type de cancer a retenu notre attention: le cancer de l'ovaire. Nos résultats
démontrent que I'expression de 'ARNm de la galectine-14 est élevée dans certaines lignées de
cellules cancéreuses ovariennes, en particulier celles qui représentent le sous-type séreux de
haut grade, le sous-type le plus agressif du cancer ovarien. De plus, nous avons observé que la
galectine-14 présente plus d'altérations génomiques dans le cancer de l'ovaire que plusieurs
autres membres de la famille des galectines, notamment les plus connues, comme galectines-1
et -3. Globalement, nos résultats démontrent qu'il existe une corrélation entre I'expression de
'ARNm de galectine-14 et le taux de survie chez les patients atteints du cancer de I'ovaire. On
retrouve d’ailleurs une expression au niveau de '’ARNm de la galectine-14 dans plusieurs
lignées de cellules cancéreuses ovariennes humaines. De plus, nous avons pu observer une
augmentation de l'activité apoptotique des cellules HEK-293 exprimant des niveaux élevés de
galectine-14, ce qui suggére un réle possible de cette galectine dans les processus de mort
cellulaire. Ainsi, bien que I'étude de cette protéine n'en soit qu'a ses débuts, nous avons été en
mesure de fournir de nouvelles connaissances sur les modes d'expression de cette galectine et

son implication dans le cancer.

3.2. Nouveaux aperc¢us sur la galectine-14

3.2.1. Expression de la galectine-14 dans les tissus normaux

Certaines des rares études antérieures sur la galectine-14 avaient démontré que 'ARNm
de cette galectine est principalement exprimé dans l'interface materno-feetale humaine (N. G.
Than et al., 2009, N. G. Than et al., 2014b). Nos résultats, tant in silico qu'in vitro, appuient les
conclusions de ces études concernant I'expression placentaire de la galectine-14. En fait, tout
au long de ce projet de recherche, des extraits de tissus placentaires et des lysats ont été
utilisés comme témoins positifs pour toutes les expériences impliquant la galectine-14. De plus,
le résultat de notre analyse in silico de 36 microarrays d'ADN de tissus normaux a non
seulement confirmé I'évidence d'une expression placentaire élevée de cette galectine, mais a

également fourni plus d'informations sur son expression en ARNm dans les autres tissus.
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Jusqu’a récemment, les seules données disponibles sur I'expression de la galectine-14 dans
d'autres tissus humains normaux avaient été publiées il y a plus de 15 ans par les chercheurs
qui ont isolé cette galectine pour la premiére fois (Q. S. Yang et al.,, 2001a). Yang et ses
collegues ont analysé l'expression de 'ARNm de la galectine-14 dans plusieurs tissus par
Northern Blot et ont rapporté une expression marquée de 'ARNm dans le placenta, tandis que
les autres tissus (cceur, cerveau, poumon, foie, muscle squelettique, rein et pancréas) ne
présentaient aucun signal détectable d'hybridation. Nos résultats in silico complétent ces
résultats en montrant que I'ARNm de la galectine-14 est en fait présent dans tous ces tissus
humains et 29 autres. Cependant, le niveau d'expression de cette galectine dans d'autres tissus
est trés réduit par rapport au placenta, ce qui pourrait étre la raison pour laquelle I'équipe de

Yang n'a pu la détecter par Northern Blot.

3.2.2. Anticorps contre la galectine-14

L'expression protéique de la galectine-14 a également été étudiée dans ce projet. Il
n'existe pratiquement aucune donnée dans la littérature sur l'expression de cette galectine au
niveau des protéines. A ce jour, la seule étude ayant analysé la galectine-14 au niveau
protéique a été publiée en 2016 par une équipe de chercheurs du college de médecine de
I'Université Nationale de Séoul en République de Corée (Y. Cho et al., 2016). Dans leur étude,
ils ont étudié le potentiel thérapeutique de l'aptamére AS1411, un petit oligonucléotide
synthétique qui se lie aux protéines cibles surexprimées a la surface des cellules cancéreuses,
plus particulierement dans les cellules de carcinome hépatocellulaire. lls ont examiné des
molécules modulées dans les cellules d'hépatocarcinome (HCC) par 'AS1411, et I'une d'entre
elles était la galectine-14. Grace a l'analyse d’immunoblot, ils ont vérifié une augmentation de
I'expression protéique de cette galectine par les aptaméres AS1411 et confirmé que la
galectine-14 a un rdle fonctionnel dans la prolifération du HCC (Y. Cho et al., 2016). Il est
intéressant de noter que cet article mentionne tous les anticorps primaires utilisés dans les
dosages d’'immunoblot, a I'exception de I'anticorps primaire anti-galectine-14. Par conséquent,
dans le cadre de notre projet, afin d'étudier I'expression protéique de la galectine-14 dans le
placenta et d'autres cellules, nous avons obtenu deux anticorps anti-galectine-14 disponibles
sur le marché aupreés de sociétés bien établies (R&D et ABCAM) et les avons validés.

La validation des anticorps consiste a démontrer, au moyen d'analyses de laboratoire,
que les anticorps sont spécifiques, sensibles et sélectifs dans le contexte pour lequel ils seront
utilisés (Bordeaux et al., 2010). Ce type de validation est important surtout en ce qui concerne

les anticorps dirigés contre les membres de la famille des galectines, qui sont connus pour leurs
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propriétés structurales similaires et leur acides aminés conservés en commun (Barjon et al.,
2012). Pour cette raison, afin de s'assurer que les anticorps ne réagissent pas avec d'autres
membres de la famille des galectines, nous avons Vérifié leur spécificité et, aussi, leur
sensibilité. Nos résultats démontrent que les deux anticorps sont capables de détecter la
galectine-14 recombinante, mais I'anticorps de la compagnie R&D (MAB5744-SP) réagit avec la
galectine-1 et -7 humaine recombinante. Par contre, l'anticorps de la compagnie ABCAM
(ab150427) a non seulement démontré une réactivité spécifique a la galectine-14, mais il a
également démontré une plus grande sensibilité en détectant des concentrations plus faibles de
cette galectine. Ces résultats nous ont permis de déterminer le meilleur anticorps pour détecter
la galectine-14 dans les tissus placentaires et les lysats cellulaires, comme nous le verrons

dans les sujets suivants.

3.2.3. Galectine-14 recombinante

La production et la purification de la galectine-14 recombinante ont constitué un défi
dans le cadre de ce projet. Les protéines recombinantes sont des protéines codées par un ADN
recombinant qui a été introduit artificiellement dans un systéme qui soutient I'expression du
gene et la synthése des protéines (Wingfield, 2015). La production et la purification de protéines
recombinantes impliquent de nombreuses étapes qui vont du clonage du géne approprié dans
un vecteur d'expression a lisolement des protéines synthétisées par des méthodes de
purification par affinité (Schumann et al., 2004, Windfield, 2015). Le protocole que nous avons
suivi pour l'expression et l'isolement de la galectine-14 recombinante comportait toutes les
étapes nécessaires et standard pour I'expression des galectines recombinantes et il avait été
utilisé avec succes par de nombreuses équipes, y compris la nétre. Cependant, nos tentatives
de production et de purification d'une grande quantité de galectine-14 recombinante a I'aide de
colonnes de lactose standard n'ont pas eu de succés. Nous avons également essayé
différentes stratégies pour optimiser I'expression et la purification des protéines, y compris la
solubilisation des corps d’inclusion, la modification du temps d'incubation et les étapes d'élution,
toutes sans succés. Une explication possible de ce probléeme pourrait étre le fait que la
galectine-14, un peu comme la galectine-13 et la galectine-10, se distingue de la majorité des
galectines humaines en présentant plus de deux changements dans les résidus d'acides
aminés conservés situés dans le site de liaison du ligand de leurs CRDs (Guardia et al., 2011).
Des études antérieures ont démontré que les altérations des positions canoniques entrainent
des variations dans la spécificité de liaison au sucre des galectines, entrainant ainsi une

réduction ou I'élimination compléte de la préférence de liaison au lactose si courante dans cette
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famille de protéines (Romer et al., 2011, Vasta et al., 2012). Ces variations pourraient expliquer
pourquoi la galectine-13 ne se lie pas a les B-galactosides et la galectine-10 a une préférence
pour le mannose au lieu du lactose (Su et al., 2018a, Swaminathan et al., 1999, N. G. Than et
al., 1999).

Les données récemment publiées sur la galectine-13 jettent un peu de lumiére non
seulement sur ce membre de la famille des galectines, mais aussi sur la galectine-14, étant
donné la similarité de 78 % des acides aminés entre les deux galectines (Guardia et al., 2011,
Su et al., 2018b, Q. S. Yang et al., 2001a). Ces nouvelles découvertes présentent la galectine-
13 comme un nouveau type de galectine prototypique ayant des caractéristiques distinctes qui
impliquent une structure homodimére unique, des résidus distincts au site de liaison des
glucides avec une substitution d'acides aminés cruciale pour la liaison du lactose, et une affinité
inexistante pour les glucides (lactose, arabinose, maltose et saccharose) définie par leurs
résultats de chromatographie d'affinité (Su et al., 2018b). Cette nouvelle information sur la
galectine-13 combinée a son homologie avec la galectine-14 nous permet de soulever que la
galectine-14 pourrait avoir un comportement similaire et présenter une affinité faible ou
inexistante pour les B-galactosides. Cela pourrait expliquer pourquoi nos tentatives de
purification de la galectine-14, par chromatographie d'affinité standard utilisant des colonnes de
lactose, ont échoué. Par conséquent, la solution a notre probléme pourrait impliquer la
construction d'un plasmide avec un His-tag dans I'extrémité N-terminale de la galectine-14 et,
aprés expression, la purification de la protéine recombinante en utilisant une colonne d'agarose
Ni-NTA, qui est couramment utilisée pour la purification par affinité des protéines portant un His-
tag. Une autre fagon de tenter de résoudre notre probléme pourrait étre d'utiliser une colonne
d'affinité mannose au lieu d'une colonne de lactose. Cette solution est basée sur le fait que la
galectine-14 partage également l'identité des acides aminés avec la galectine-10, plus
spécifiquement 67 % de similarité de séquence (Guardia et al., 2011, Q. S. Yang et al., 2001a).
Semblable a la galectine-13, la galectine-10 est un autre galectine prototypique ayant des
caractéristiques distinctes qui la distinguent des autres membres de la famille des galectines et
des propriétés uniques, telles que leur facon inhabituelle de former des dimeéres et leur
préférence pour le mannose plutdét que pour les B-galactosides (Steven J. Ackerman et al.,
2002, Su et al., 2018a, Swaminathan et al., 1999). Ainsi, compte tenu du caractére unique de la
galectine-10 et de la galectine-13, de leur similarité avec la galectine-14 et de notre incapacité a
isoler la galectine-14 recombinante avec un protocole standard qui fonctionne bien avec les
autres galectines, il est raisonnable de percevoir la galectine-14 comme un nouveau type de

galectine prototype ayant également une expression et des propriétés distinctes.
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3.2.4. Galectine-14 dans le cancer

Un grand nombre d'études suggérent que les galectines jouent un réle important dans la
progression du cancer et c'est pourquoi I'un de nos objectifs dans ce projet était d'étudier
l'implication de la galectine-14 dans le cancer. La présence des galectines les plus connues,
galectine-1 et galectine-3, dans différentes tumeurs malignes a été largement documentée. En
général, leur expression est régulée a la hausse ou a la baisse en fonction de facteurs tels que
le type de tumeur, et leurs fonctions impliquent la modification de divers aspects de la
progression du cancer, comme limmunomodulation, l'angiogenése, les métastases et le
microenvironnement tumoral (Camby et al., 2002, Camby et al., 2006, Chou et al., 2018,
Danguy et al., 2002, Gordon-Alonso et al., 2017, Fu-Tong Liu et al., 2005). En ce qui concerne
les galectines moins connues, en particulier la galectine-14, leur participation au cancer est peu
connue. A ce jour, les travaux de Cho et al. sont la seule étude qui a évalué I'expression de la
galectine-14 dans les cellules cancéreuses, plus spécifiquement dans les cellules de carcinome
hépatocellulaire (Y. Cho et al., 2016). Certaines de leurs découvertes ont révélé que I'ARNm et
la protéine de galectine-14 sont exprimés dans les cellules SNU-761, une lignée cellulaire HCC,
et que leur expression varie dans des conditions normoxiques ou hypoxiques (Y. Cho et al.,
2016). Fait intéressant, le résultat de notre analyse in silico de matrices provenant de 214
études sur le cancer montre une expression élevée d'’ARNm de la galectine-14 dans certains
cancers, dont le cancer du foie, ce qui confirme les conclusions de Cho et ses collégues. De
plus, nos résultats in silico ont également révélé une augmentation de I'expression et de la
fréequence de mutation de Igals14 dans les tumeurs de l'appareil reproducteur féminin, en
particulier le cancer du sein, de l'utérus et de I'ovaire, y compris les sous-types les plus malins
du cancer ovarien (Koshiyama et al., 2017).

L'implication des galectines dans la néoplasie du tractus génital féminin a déja été
documentée et certaines galectines prototypiques, comme la galectine-1 et la galectine-7,
semblent présenter des effets fonctionnels dans les cancers de l'appareil génital féminin. Par
exemple, l'expression accrue de la galectine-1 se retrouve dans les cancers de l'utérus, du col
de l'utérus et de l'ovaire, en plus de se retrouver dans le cancer du sein (Dalotto-Moreno et al.,
2013, Ege et al., 2011, Kohrenhagen et al., 2006, van den Brile et al., 2003, van den Brule et
al., 1996). La galectine-7 est également détectée et régulée a la hausse dans le cancer du sein,
de l'ovaire et du col de l'utérus (Carole G. Campion et al., 2013, Grosset et al., 2014, Labrie et
al., 2014, Tsai et al., 2013). Lorsqu'il s'agit des protéines homologues de la galectine-14, les

galectine-10 et galectine-13, les données sont, a nouveau, trés limitées. La majorité des études
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ont porté sur le rOle de la galectine-10 dans les processus spécifiques aux €osinophiles, et sur
les fonctions de la galectine-13 dans l'interface mére-foetus et dans les événements liés a la
grossesse (Chua et al., 2012, De Re et al., 2009, Kliman et al., 2012, Sammar et al., 2014). Nos
résultats permettent ainsi d’avoir un premier apercu de l'expression de la galectine-14 dans le

cancer, plus particulierement dans les cancers de l'appareil reproducteur féminin.

3.3. Expression dans le cancer de I'ovaire

Dans notre étude sur l'implication de la galectine-14 dans les néoplasies, un type de
cancer a retenu notre attention : le carcinome ovarien. Nos résultats suggérent qu'il pourrait y
avoir une association entre la galectine-14 et cette malignité gynécologique mortelle. Tout
d'abord, nous avons observé que la surexpression de /gals14 est corrélée a une faible taux de
survie globale des patientes atteintes d'un cancer de l'ovaire. Cette constatation concorde avec
les données d'études antérieures qui ont démontré et documenté I'expression d'autres
galectines du type prototype dans le cancer de l'ovaire. Par exemple, I'analyse in silico a révélé
une corrélation significative entre la surexpression de 'ARNm de la galectine-7 et une survie
globale a quinze ans plus faible chez les patientes atteintes d'un cystadénocarcinome séreux
ovarien (Labrie et al., 2014). De méme, d'autres études ont démontré que la surexpression de la
galectine-1 est associée a un mauvais pronostic de cancer épithélial de I'ovaire (CEO) et a une
taux de survie sans progression plus bas, ce qui suggére que cette galectine participe a la
progression du CEO (H. J. Kim et al., 2012, Schulz et al., 2017, Zhang et al., 2014).

Les études in silico de matrice d'expression de Igals14 comparant I'épithélium ovarien
normal et dans les cellules tumorales, a partir d'adénocarcinomes papillaires ovariens séreux,
nous ont permis de mieux comprendre le niveau d'expression de la galectine-14 dans ces deux
conditions. Les résultats que nous avons obtenus montrent que l'expression de I'ARNm de la
galectine-14 est significativement plus élevée dans les cellules cancéreuses que dans les
cellules ovariennes saines. De plus, I'analyse in silico de I'expression de Igals14, cette fois avec
57 lignées différentes de cellules cancéreuses ovariennes humaines, a démontré un profil
d'expression hétérogéne pour ce géne. Cela signifie que bien que I'ARNm de la galectine-14 ne
soit pas détectable dans certaines lignées cellulaires, il est exprimé a des niveaux plus élevés
dans d'autres lignées cellulaires, en particulier dans les lignées cellulaires représentant le sous-
type le plus agressif du cancer ovarien: le carcinome ovarien séreux de haut grade (SHG) (Mitra
et al., 2015, Vang et al., 2009). Nos données in vitro, issues d'expériences sur des lignées de

cellules cancéreuses ovariennes humaines, confirment ces résultats en montrant que si Igals14
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n'est pas détectable dans certaines lignées cellulaires, il est aussi facilement exprimé dans
d'autres, en particulier les lignées cellulaires SHG comme TOV-1369 (TR). Il est donc possible
que la galectine-14 présente un comportement d'expression dans le cancer de l'ovaire similaire
a celui d'une autre galectine prototypique, la galectine-7. Cette possibilité est appuyée par des
études antérieures sur I'expression de la galectine-7 dans le cancer de I'ovaire démontrant que
celle-ci n'est pas détectée dans les tissus ovariens normaux, mais qu'elle présente une
expression accrue dans les tumeurs malignes, particuliérement dans les tumeurs de haut grade
(Labrie et al., 2014, Schulz et al., 2017).

Il est intéressant de noter que nous n'avons pas été en mesure de détecter la galectine-
14 au niveau de la protéine dans les cellules de cancers ovariens en utilisant des techniques
d'immunobuvardage, malgré la présence de I'ARNm correspondant dans certaines lignées
cellulaires. Par exemple, OVCAR-3, un modéle classique de lignée de cellules cancéreuses
ovariennes, et TOV-1369 (TR), une lignée cellulaire SHG, présentaient tous deux des niveaux
facilement détectables du géne Igals14, mais la protéine était indétectable. Ce résultat était tout
a fait inattendu, étant donné qu'il est plus courant d'avoir les niveaux de transcription dictant la
présence ou l'absence de la protéine correspondante. Cependant, dans la littérature, il existe
quelques exemples de galectines montrant ce type de comportement moléculaire. Par exemple,
les travaux de Satelli et al. qui ont analysé I'expression des galectines majeures dans de
nombreuses lignées cellulaires cancéreuses différentes, rapportent que les protéines de la
galectine-1 et galectine-3 n'ont pas pu étre détectées dans les cellules HEK-293, lignée
cellulaire rénale embryonnaire humaine, bien que ces cellules présentent des niveaux
significatifs de transcrits (Satelli et al., 2008). De plus, la galectine-8 n'a pu étre détectée dans
aucune des sept lignées cellulaires utilisées dans leur étude, méme aprés une exposition
prolongée a la chimiluminescence, et malgré la présence d'ARNm correspondant dans la plupart
des cellules (Satelli et al., 2008). En fait, tout comme la galectine-8 dans les travaux de Satelli et
al., la galectine-14 recombinante ou présente dans des lysats placentaires ou cellules HEK-293,
a eté facilement immunoréactive dans nos expériences d’immunobuvardage, ce qui suggére
que la galectine-14 est vraiment absente ou a peine exprimée au niveau protéique dans aucune
des lignées cellulaires cancéreuses ovariennes utilisées dans ce projet. Ces résultats suggérent
I'existence de mécanismes de répression translationnelle dans les cellules cancéreuses de

l'ovaire.
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3.4. Potentiel apoptotique de la galectine-14

A ce jour, il n'existe aucune preuve réelle du role de la galectine-14 dans les cellules
normales ou tumorales. Les quelques données actuellement disponibles suggérent que la
galectine-14 pourrait jouer un réle dans la régulation de la réponse immunitaire maternelle, étant
donné son expression placentaire élevée et sa présence dans les organes feetaux (Metsalu et
al., 2014, Q. S. Yang et al., 2001a). De plus, il a été suggéré que la galectine-14, ainsi que la
galectine-13, pourraient jouer un réle dans l'activité apoptotique des cellules immunitaires, en
causant la mort des lymphocytes T par des voies apoptotiques inconnues (N. G. Than et al.,
2009). D'autres galectines sont également connues pour participer a la régulation de la fonction
immunitaire, plus spécifiquement dans les processus apoptotiques, comme la galectine-12 qui
est censée participer a l'apoptose des adipocytes (Hotta et al., 2001). Par conséquent, étant
donné les indications selon lesquelles la galectine-14 pourrait jouer un réle important dans la
modulation des processus de mort cellulaire, nous avons voulu développer un modéle cellulaire
in vitro pour étudier cette fonction.

L'apoptose est considérée comme une composante essentielle de divers processus
physiologiques, dont le développement embryonnaire et la réponse immunitaire. Pour cette
raison, nous avons concentré nos études sur la détermination de l'implication possible de la
galectine-14 dans ce processus (Elmore, 2007, Thompson, 1995). Les résultats de nos études
in vitro démontrent que la surexpression de la galectine-14 est associée a une augmentation de
I'apoptose des cellules rénales embryonnaires humaines (HEK-293), une lignée cellulaire non
cancereuse immortalisée d'origine épithéliale couramment utilisée en laboratoire. Les
transfectants de cellules HEK-293 surexprimant la galectine-14 présentaient un taux d'apoptose
plus élevé que les transfectants témoins, comme I'ont démontré nos analyses de clivage de la
polymérase PARP-1, une méthode couramment utilisée pour mesurer I'apoptose (Ko et al.,
2012). Il est intéressant de noter que dans ce cas-ci, contrairement aux cellules de cancers
ovariens, nous avons pu détecter la galectine-14 au niveau protéique. Ce modele pourra étre
utilisé pour étudier comment la galectine-14 régule I'apoptose. Basé sur les études d’autres
galectines, on peut supposer que la galectine-14 exprimée par ces cellules est libérée dans
I'environnement extracellulaire et interagit ensuite avec les récepteurs d'apoptose de la surface
cellulaire, en augmentant ainsi les processus de mort cellulaire. Ce type de mécanisme a
notamment été rapporté dans le cas de la galectine-1 et de la galectine-3 (Perillo et al., 1995,
Stillman et al., 2006). Alternativement, la fonction pro-apoptotique de la galectine-14 pourrait

impliquer des mécanismes intracellulaires. Une telle possibilité a été documentée pour la
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galectine-7, dont les fonctions pro-apoptotiques ont été associées a l'activation des kinases c-
Jun N-terminales (JNK) et la libération du cytochrome C (Hsu et al., 2006, Fu-Tong Liu et al.,
2002).

Nous avons également évalué le potentiel apoptotique de la galectine-14 dans les
transfectants cellulaires exposés a des stimuli apoptotiques, comme [I'étoposide, un composé
bien connu pour induire I'apoptose via des dommages a I'ADN et qui est utilisé pour le
traitement de plusieurs types de cancer (Jamil et al., 2015). Nos résultats démontrent que les
transfectants HEK-293 surexprimant la galectine-14 et traités avec de faibles doses d'étoposide
présentent un taux accru d'apoptose comparativement aux transfectants témoins. Ces résultats
suggeérent que la galectine-14 pourrait agir a un point commun des voies de signalisation de
I'apoptose. Un autre galectine du type prototype qui agit de la méme fagon est la galectine-7. Il a
été démontré que la surexpression de la galectine-7 favorise l'apoptose des kératinocytes
épidermiques exposés aux rayons UVB, un autre type de stimuli apoptotique (Bernerd et al.,
1999). Dans le cas de la galectine-7, ce comportement pro apoptotique a la suite d'une
exposition a des stimuli apoptotiques a été principalement lié a des mécanismes intracellulaires,
tels que la régulation a la hausse de l'activité JNK et I'expression modifiée de certains génes
impliqués dans l'apoptose (Hsu et al., 2006, Fu-Tong Liu et al., 2002, R. Y. Yang et al., 2003).
Ainsi, bien qu'il soit clair que les transfectants de la galectine-14 présentent une activité accrue
de mort cellulaire, exposés ou non a des stimuli apoptotiques, il reste a étudier si cette protéine
a un comportement similaire dans les cellules immunitaires et cancéreuses, et aussi quels
mécanismes médient la fonction apoptotique de la galectine-14, plus particuliérement au niveau
de l'activité JNK.

3.5. Prochaines étapes et perspectives

A notre connaissance, ces travaux représentent une premiére étude sur le réle de la
galectine-14 en dehors du contexte mére-foetus. Nos travaux nous ont permis non seulement de
mieux comprendre les modes d'expression de cette galectine dans les cellules normales et
cancereuses, mais aussi de commencer a mettre en lumiére son rdle et sa pertinence
fonctionnelle. Néanmoins, malgré les efforts déployés pour mieux comprendre la galectine-14,
plusieurs questions restent sans réponse. Nos résultats ont démontré que I'ARNm de la
galectine-14 est surexprimé dans certaines cellules cancéreuses ovariennes, en particulier dans
les lignées cellulaires représentant le sous-type le plus agressif. Cependant, quelle est la

signification clinique de ces résultats? Quel est le potentiel de la galectine-14 comme cible
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thérapeutique ou comme biomarqueur pour le traitement du cancer de I'ovaire? Les prochaines
étapes consistent a répondre a ces questions au moyen d'études de spécimens cliniques faits a
partir d'échantillons prélevés sur des patientes présentant divers sous-types histologiques du
CEO et contenant des échantillons de tissus provenant de tissus adjacents et de tissus ovariens
normaux. Ce type d'étude permettrait de vérifier plus précisément I'expression et la localisation
de la galectine-14 dans les tissus ovariens normaux et cancéreux.

Une autre considération pour I'avenir concerne nos résultats paradoxaux concernant la
surexpression de la galectine-14. Nous avons démontré qu'une expression élevée de galectine-
14 dans le cancer de I'ovaire est associée a une faible survie, mais que la surexpression de la
méme galectine augmente l'apoptose dans les cellules 293 épithéliales. Un comportement
similaire a été rapporté pour la galectine-7, considérée comme une protéine pro-apoptotique
sous le contrdle de p53 dans le cancer du colon mais connue pour favoriser la progression du
cancer dans les carcinomes du sein et des ovaires, dont les cellules présentent des formes
mutantes de la protéine p53 (Carole G. Campion et al., 2013, Labrie et al., 2014, Polyak et al.,
1997). Il est possible que, tout comme la galectine-7, I'expression de la galectine-14 dans les
cellules cancéreuses ovariennes soit induite par des formes mutantes de p53. En fait, les
cellules OVCAR-3 et TOV-1369 (TR), qui portent des mutations p53, expriment de fagon
constitutive 'ARNm de la galectine-14. Par contre, 'ARNm de la galectine-14 n'a pas été
détecté dans les lignées cellulaires cancéreuses ovariennes présentant un génotype “sauvage”
de p53 ou sans p53 (p53”””). Par conséquent, il sera intéressant de vérifier si les formes
mutantes de p53 qui sont couramment exprimées dans le cancer de l'ovaire régulent
I'expression de galectine-14. Alternativement, étant donné que nous n'avons utilisé que des
cellules normales pour vérifier le potentiel apoptotique de la galectine-14, il sera également
nécessaire de créer des modéles in vitro avec des cellules cancéreuses ovariennes exprimant la
galectine-14 pour obtenir des résultats plus précis. De plus, une lignée stable de cellules
cancereuses exprimant la galectine-14 serait un outil utile pour étudier comment la présence de
cette protéine affecte le comportement des cellules, comme la motilité, la migration, etc.

Enfin, résoudre le probleme de la production de galectine-14 recombinante demeure
essentiel pour les études structure-fonction et pour mieux étudier le role et les propriétés
extracellulaires de la galectine-14 sur les cellules normales et cancéreuses. Par exemple, nous
serons en mesure de traiter les cellules cancéreuses de l'ovaire avec des concentrations
croissantes de la galectine-14 recombinante et de tester leurs propriétés invasives. Ce type
d'essai fournirait des informations précieuses, d'autant plus que d'autres galectines, comme la

galectine-7, sont déja associées a une augmentation du comportement invasif des cellules
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cancereuses. De plus, la galectine-14 recombinante nous permettrait d'étudier la capacité de
cette galectine a induire une immunosuppression locale via une action sur les cellules du
systéme immunitaire. D'autres galectines sont déja bien connues pour leur capacité a tuer les
cellules immunitaires. Par exemple, il a été démontré que les galectines-1, -3, -8 et -9
recombinantes induisent l'apoptose des cellules T (Fouillit et al., 1998, Fukumori et al., 2003,
Kashio et al., 2003, Norambuena et al., 2009, Yamaguchi ef al., 2013). Ces études pourront
également nous aider a mieux comprendre comment les différents membres de la famille des
galectines et de déterminer si elles possédent des propriétés communes et/ou divergentes dans

la régulation de la réponse immunitaire, notamment lors la réponse anti-tumorale.

77



CHAPITRE 4

CONCLUSION GENERALE
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Cette étude apporte de nouvelles informations quant aux caractéristiques moléculaires
de la galectine-14 et met en évidence I'expression et les propriétés de cette protéine dans des
cellules normales et cancéreuses. Notre étude est la premiere a donner un apercu de
I'expression de la galectine-14 dans les néoplasies, plus spécifiquement dans le carcinome
ovarien, et a exposer le potentiel apoptotique de cette galectine. Dans I'avenir, plusieurs
avenues pourraient étre envisagées pour la poursuite de ce projet. En général, il sera important
de mieux définir la signification clinique de notre résultats, de créer un modéle in vitro avec des
cellules cancéreuses ovariennes exprimant la galectine-14, et de résoudre le probléme de la
production de la galectine-14 recombinante. Ces prochaines étapes nous permettront d’obtenir
des résultats plus précis et d'éclairer les fonctions de cette protéine dans le cancer.

Il devient évident que les membres de la famille des galectines jouent un réle important
dans le cancer. Au cours des dernieres années, la recherche a permis de mieux caractériser les
réles clés de ces lectines et de leurs ligands dans l'immunomodulation et la métastasie. Par
exemple, la galectine-7 joue un rble central dans le cancer d'origine épithéliale, comme le
confirment de nombreuses études qui démontrent que cette galectine peut moduler la
progression de divers types de carcinomes (Labrie et al., 2014, St-Pierre et al., 2012, Tsai et al.,
2013). De méme, la littérature montre que I'expression de la galectine-1 est abondante aux sites
de croissance tumorale, ce qui favorise I'angiogenése, I'évasion immunitaire et, par conséquent,
influence la progression de la maladie (H. J. Kim et al., 2012, Salatino et al., 2013). Compte tenu
de ces faits, I'étude d'une galectine peu connue apportera donc des connaissances nouvelles et
importantes sur l'influence des galectines dans le cancer.

Nos résultats jettent donc des bases d'études futures sur la galectine-14 dans le cancer,
notamment au niveau de son utilisation comme biomarqueur potentiel ou cible thérapeutique
pour les cancers agressifs et mortels, comme le cancer de l'ovaire. Par conséquent, bien que
I'étude de la galectine-14 n'en soit qu'a ses débuts, nos résultats a long terme contribueront a
I'élaboration de stratégies nouvelles et seront utiles pour cibler ces molécules dans le cancer.
En conséquence, nous pourrions étre en mesure de surmonter l'immunosuppression associée
au cancer, de freiner la croissance des tumeurs et de prévenir le développement de métastases

dans les carcinomes ovariens et, peut-étre dans d'autres types de cancer.
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