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I. LA GLANDE MAMMAIRE ET SA CANCERISATION

I. A. La glande mammaire normale

Le sein, ou glande mammaire, est une glande exocrine cutanée d’origine ectodermique qui se 

développe au cours de la vie de la femme et dont la fonction est d’assurer, après la parturition, 

la production de lait nécessaire à l’alimentation du nouveau-né. Son développement et cer-

tains aspects histologiques l’apparentent à des glandes sudoripares apocrines modifiées. La 

glande mammaire est constituée de 2 compartiments cellulaires : le compartiment mésenchy-

mateux, composé des vaisseaux sanguins et des nerfs, et le compartiment épithélial qui s'arti-

cule autour d'un réseau de canaux galactophores et de lobules renfermant les alvéoles. Ces 

deux compartiments sont séparés par une membrane basale de collagène de type IV, de lami-

nine et de glycosaminoglycanes. Cette architecture se construit tout au long de la vie, du stade 

fœtal à la ménopause, sous l'influence des hormones sexuelles (œstrogènes, progestérone) et 

pituitaires, et d'un certain nombre de facteurs de croissance. 

I. A. 1. Anatomie et histologie de la glande mammaire. 

I. A. 1. a) Anatomie du sein

Les seins sont situés sur la paroi antérieure du thorax, ou poitrine, dans une zone qui s’étend 

classiquement de la 3ème à la 7ème côte (Figure 1). La glande mammaire se développe à partir 

de la glande aréolo-mamelonnaire ; elle est entièrement incluse dans le tissu adipeux sous-

cutané et n’est rattachée à la peau que par ses seuls canaux excréteurs. Elle est composée de 

lobes et de canaux galactophores entourés de tissu conjonctif dans lequel cheminent les vais-

seaux (Espié et Gorins, 2001).  

Les acini ou alvéoles mammaires sont groupés de façon très dense autour d’un canal alvéo-

léaire, nommé également canal galactophore du 3ème ordre, par lequel est éjecté le produit de 

sécrétion (Figure 2). Plusieurs canaux alvéolaires se réunissent et forment ensuite un canal 

lobulaire (canal de 2ème ordre) qui draine un lobule. Plusieurs canaux lobulaires se réunissent 

pour former un canal galactophore collecteur de 1er ordre et l’ensemble des lobules qu’il 

draine forme un lobe glandulaire. Chaque galactophore achemine le lait vers le mamelon par 

un orifice qui lui est propre. La glande mammaire représente donc le groupement de 15 à 20 
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unités lobulaires fonctionnellement indépendantes, mais chirurgicalement indissociables. Les 

lobes sont séparés entre eux par des cloisons de tissu conjonctif dense.  

Figure 1: Anatomie de la glande mammaire (image adaptée et issue du site 
www.virtualmedicalcentre.com). 

Figure 2 : Représentation schématique de la structure de la glande mammaire. Entre 10 à 100 
acini ou alvéoles (A) s’organisent autour d’un canal lobulaire, donnant ainsi naissance à un lobule (B). 
Le groupement de 20 à 40 lobules autour du canal galactophore excréteur participe à la formation du 
lobe mammaire (C). Le sein est une glande composée de plusieurs lobes mammaires, inclus dans le 
tissu adipeux sous-cutané (D). Les alvéoles mammaires sont composés d’un épithélium sécrétoire qui 
éjectent le lait dans les canaux alvéolaires, jusqu’au canal galactophore grâce à la contraction des cel-
lules myoépithéliales, elles même réagissant au stimulus de succion (A). (images adaptées et issues du 
site www.santeallaitementmaternel.com). 
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Le sein est irrigué par un réseau artériel sous épidermique pré-glandulaire, provenant princi-

palement des artères thoraciques externes et internes, et par un réseau rétro-glandulaire de rôle 

plus négligeable. Le drainage veineux s’effectue selon deux voies : une voie superficielle et 

une voie profonde. Le réseau capillaire sanguin est très développé, notamment en période de 

lactation. Il irrigue richement les lobules glandulaires et leurs alvéoles.  

Le sein est innervé par trois groupes de nerfs qui convergent vers la plaque aréolo-

mamelonnaire : le groupe antérieur, latéral et supérieur. 

Finalement, le réseau lymphatique du sein peut être divisé en réseau lymphatique cutané drai-

nant la lymphe de la peau et de la graisse sous-cutanée et en drainage lymphatique de la 

glande elle-même. Ce dernier, nommé réseau péri-lobulaire, entoure la surface des lobules. 

Certains vaisseaux lymphatiques suivent les canaux galactophores et se jettent dans le plexus 

sous-aréolaire ; les autres quittent la glande par sa périphérie. Les collecteurs ont ensuite deux 

destinées : les nodus axillaires, situés dans la graisse qui remplit le creux axillaire, et les no-

dus de la chaine thoracique interne (mammaire interne) puis les ganglions sus-claviculaires 

(Figure 3). L’organisation du drainage lymphatique explique ainsi clairement l’apparition de 

métastases du cancer du sein au niveau des ganglions axillaires. 

Figure 3 : Schéma représentant le drainage 
lymphatique du sein. Le réseau péri-lobulaire 
est composé des vaisseaux lymphatiques, entou-
rant l’aréole, des ganglions axillaires, des gan-
glions mammaires internes et sus-claviculaires. 
L’envahissement des ganglions lymphatiques 
est le reflet du potentiel métastatique des cel-
lules tumorales mammaires (image adaptée et 
issue du site www.celtnet.org.uk/cancer/breast-
function).
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I. A. 1. b) Histologie de la glande mammaire normale 

Exception faite du court segment des canaux collecteurs qui s'abouche à la peau au niveau du 

mamelon et qui est bordé par un revêtement de type malpighien, le système canalaire mam-

maire est bordé par deux couches cellulaires : une couche interne de cellules épithéliales en-

tourée par une couche externe discontinue de cellules myoépithéliales (Figure 4). Les cellules 

épithéliales sont disposées perpendiculairement aux cellules myoépithéliales. Ces deux 

couches cellulaires sont délimitées par une membrane basale ; l’ensemble repose dans le 

stroma, ou tissu palléal, composé de la matrice extracellulaire (collagène de type IV, laminine, 

fibronectine, glycosaminoglycanes), de fibroblastes, d’adipocytes et de vaisseaux sanguins. 

En réponse au stimulus de succion, les acini sécrètent le lait et les cellules myoépithéliales 

fusiformes se contractent permettant l’éjection du lait dans les canaux alvéolaires, lobulaires 

puis galactophores, jusqu’au mamelon. 

D’un point de vue immunohistochimique, les cellules épithéliales de l’arbre canalaire expri-

ment des cytokératines et les récepteurs hormonaux (œstrogènes notamment), alors que les 

cellules myoépithéliales sont positives pour l’actine du muscle lisse. La membrane basale est 

marquée par des anticorps anti-laminine et anti-collagène de type IV. 
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Figure 4: Histologie de la glande ma
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Histologie de la glande mammaire normale. A. Lobule mammaire post
permettent de délimiter un lobule. Le canal alvéolaire terminal (petite flèche

flèche longue). La matrice extracellulaire, composée principalem
entoure lobule et canaux. La coupe histologique a été marquée à l’aide des co

.5 x 1 mm). B. Lobule mammaire post-pubertaire, 
(rectangle noir). Les cellules myoépithéliales du canal (

une couche de cellules épithéliales (petites flèches �). Les fibroblastes (flèches longues), orientés 
parallèlement à la lame basale, et le collagène (����) sont des composant du stroma. 

�). (dimension 150 x 100 microns ; les images A et B sont issues
http://mammary.nih.gov/reviews/tumorigenesis). C. Marquage histologique d

mammaire par un anticorps anti-cytokératine
D. Marquage hétérogène du récepteur aux œstrogènes 
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de l’arbre canalaire de sein par un anticorps anti-actine du muscle lisse
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I. A. 2. Le développement discontinu de la glande mammaire 

Le développement de la glande mammaire est très lent : ébauché au cours de la vie fœtale, il 

se prolonge jusqu’à la ménopause et se déroule en plusieurs étapes distinctes, séparées de 

nombreuses années. Ce développement discontinu est finement régulé et soumis à diverses 

influences paracrines (facteurs de croissance) et endocrines (hormones sexuelles et pitui-

taires). Son fonctionnement s’effectue lors de la gestation puis de la lactation au cours des-

quelles la différenciation de la glande est maximale (Figure 5). 

I. A. 2. a) Etape prénatale 

Les premières ébauches de la glande mammaire apparaissent à partir de la 4ème semaine de la 

vie embryonnaire. Elles dérivent de l’ectoderme et des tissus qui constituent la peau du fœtus. 

Au cours du 5ème mois, le bourgeon mammaire émet des prolongements cylindriques pleins 

(15 à 20) dans le mésoderme sous-jacent. Entre le 7ème et le 8ème mois, ces prolongements se 

ramifient, se dilatent et se creusent d’une lumière formant ainsi les futurs canaux galacto-

phores (Espié et Gorins, 2001).  

A la naissance, la glande mammaire correspond donc à un court système de tubules s’ouvrant 

au niveau d’un mamelon ombilique à la surface de la peau via les futurs canaux galacto-

phores. A ce stade, aucune différence n’est observée entre les glandes mammaires des indivi-

dus masculins et féminins. Elle demeurera sous cette forme rudimentaire chez l’homme, alors 

que son évolution va se poursuivre chez la femme, à la puberté, sous l’effet des hormones 

sexuelles.  

I. A. 2. b) Etape pubertaire 

A la puberté, les premières modifications ovariennes apparaissent chez l’adolescente, avec la 

mise en place des cycles menstruels. Sous l’influence des stéroïdes ovariens sécrétés, la 

glande mammaire s’engage dans un développement spécifique. Elle est alors soumise à une 

alternance d'exposition aux œstrogènes (1ère moitié du cycle) et à la progestérone (2ème moitié 

du cycle). Durant la phase folliculaire, l’hormone pituitaire GH (Growth Hormone) associée à 

la production d'œstrogènes stimule la prolifération, la migration et la survie des cellules épi-

théliales canalaires, aboutissant à la mise en place de l’arborescence de la glande (Sternlicht, 

2006). Pendant la seconde moitié du cycle, ou phase lutéale, la sécrétion de progestérone pro-

voque une dilatation modérée des canaux galactophores et une légère différenciation des cel-
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lules épithéliales en cellules sécrétoires. Ce processus est arrêté à la fin du cycle si une gesta-

tion n’est pas engagée. Le tissu mammaire sécréteur apparu connait alors une involution. 

Ces modifications reflètent la sensibilité du tissu épithélial mammaire aux stimuli hormonaux. 

L’action des hormones s’effectue à la fois de manière directe sur les cellules épithéliales, et de 

manière indirecte par une action sur les cellules mésenchymateuses du stroma sous-jacent. 

Ces dernières sécrètent un ensemble de facteurs de croissance tels que l’EGF (Epidermal 

Growth Factor), TGF-�, TGF-� (Transforming Growth Factor � ou �), IGF-1 (Insulin-like 

Growth Factor 1), FGF (Fibroblast Growth Factor) ou le MDGF-1 (Mammary-Derived 

Growth Factor 1). Ces facteurs de croissance représentent des régulateurs de la prolifération 

et de la différenciation normale de l’épithélium mammaire. Les œstrogènes favorisent égale-

ment la croissance du tissu épithélial en stimulant la synthèse de métalloprotéases (MMP2, 3, 

14, Adam 17) qui, en dégradant localement la matrice extracellulaire, contribuent à la migra-

tion et à la prolifération des cellules épithéliales (Sternlicht, 2006). 

Les changements des équilibres hormonaux de la puberté sont toutefois incapables d’induire 

le véritable développement de la glande mammaire. Les modifications morphologiques sont 

importantes, mais sont dues avant tout à une augmentation des adipocytes adjacents qui se 

chargent en graisse, provoquant la saillie de la glande et du mamelon. Entre la puberté et la 

première grossesse, le développement mammaire concerne essentiellement les canaux et assez 

peu le tissu alvéolaire sécréteur.  

I. A. 2. c) Gestation et lactation 

Au cours de la grossesse, les ramifications terminales des canaux se multiplient et de nom-

breuses alvéoles se développent (jusqu'à 100 alvéoles par lobule), sous l'influence combinée 

des hormones œstrogènes et de la progestérone, et de facteurs de croissance tels que le TGF-

�. La progestérone induit notamment une augmentation de l’expression des récepteurs à 

l’EGF à la surface des cellules épithéliales et de la prolactine. La prolactine est un facteur 

essentiel : elle présente un effet pro-mitotique et anti-apoptotique par la voie de transduction 

JAK2-Stat5.  

La glande mammaire achève son développement avec la première lactation. Les cellules sé-

crétrices de lait, les acini, sont parfaitement différenciées sous l’effet des hormones lactogènes 

(la prolactine, les glucocorticoïdes, la GH et l’hormone placentaire lactogène).  
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Les alvéoles régressent lors du sevrage et la glande mammaire revient à son état initial. Le 

tissu sécréteur est éliminé par des processus apoptotiques et par phagocytose via les cellules 

du système immunitaire.  

I. A. 2. d) Ménopause et sénescence 

Le déclin des fonctions ovariennes à la ménopause provoque une régression des structures de 

la glande mammaire ; les canaux galactophores sont maintenus, mais les alvéoles restantes 

ainsi que les lobules continuent de régresser avec l'âge. Le tissu conjonctif s’amenuise et de-

vient plus lâche, au profit du développement du tissu adipeux.  

Figure 5 : Le développement de la glande mammaire. Sous l’effet des hormones ovariennes et 
d’hormones de croissance, l’arborescence mammaire se développe à partir de la puberté de la femme. 
Les œstrogènes et l’hormone pituitaire GH stimulent la croissance et les ramifications du système 
canalaire ainsi que la prolifération du tissu conjonctif péri-canalaire. La progestérone induit la dilata-
tion des canaux et une légère différenciation des cellules épithéliales en cellules sécrétoires. Pendant la 
grossesse, les hormones œstrogènes/progestérone et le TGF-� stimulent le développement de nom-
breux tubulo-alvéoles glandulaires. Les hormones lactogènes induisent la différenciation des cellules 
épithéliales en acini, productrices de lait. Lors du sevrage, l’accumulation de produit de sécrétion pro-
voque la dislocation de l’épithélium mammaire. Des enzymes protéolytiques telles que les gélatinases 
sont activées. La matrice extracellulaire est ainsi digérée et le tissu sécréteur est dégradé par les ma-
crophages (adapté d’Espié et Gorins, 2001 ; images issues du site http://mammary.nih.gov/ re-
views/development/).  
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I. B. Le cancer du sein : maladie multifactorielle

Le cancer du sein est le cancer le plus répandu dans la population féminine. En dépit des pro-

grès réalisés ces dernières années en termes de diagnostic et d’innovations thérapeutiques, 

cette pathologie demeure la première cause de mortalité par cancer chez les femmes dans le 

monde (Kamangar et al., 2006). De par sa fréquence, cette maladie représente donc une 

préoccupation majeure de santé publique. Une meilleure prise en charge du cancer du sein 

passe par une amélioration combinée de la prévention, du dépistage, des tests diagnostiques et 

par une compréhension des mécanismes de progression tumorale et de résistance aux traite-

ments. Répondre à ces attentes reste cependant complexe en raison de l’hétérogénéité molécu-

laire, histologique et clinique des tumeurs mammaires.  

I. B. 1. Données épidémiologiques 

Dans le monde, plus de 1.150.000 nouveaux cas de cancer du sein surviennent chaque année, 

dont environ 580.000 dans les pays développés où il est plus fréquent qu'en Afrique ou en 

Asie. Il est responsable chaque année de plus de 410.000 décès (Kamangar et al., 2006 ; Por-

ter, 2009). En France, il représente plus d'un nouveau cas de cancer sur 3 sur l'ensemble des 

cancers dépistés dans la population féminine. Une étude clinique a estimé qu'en 2006, près de 

50.000 nouveaux cas ont été diagnostiqués et 11 631 décès ont été liés à cette pathologie, re-

présentant ainsi 20 % des décès féminins par cancer (Guérin et al., 2009). L'âge moyen d'ap-

parition du cancer du sein est d’environ 60 ans.  

Alors que l’incidence du cancer du sein n’a cessé de croître ces dernières décennies (avec une 

augmentation de 74 % entre 1980 et 2005), la mortalité diminue de 1 % par an depuis 1993. 

Cette donnée reflète en partie les progrès thérapeutiques, avec une proportion de plus en plus 

importante de cancers du sein diagnostiqués et soignés avec succès. De plus, l’amélioration 

des techniques d’imagerie et le dépistage systématique du cancer du sein à partir de l'âge de 

50 ans ont permis incontestablement d’améliorer la prise en charge précoce des patientes. 

Dans ce contexte, plus de la moitié des femmes âgées de 50 à 74 ans ont réalisé une mammo-

graphie en 2007 dans notre pays (Séradour et al., 2010). 

Les chiffres de l’incidence du cancer du sein en France, publiés ces deux dernières années, 

semblent également favorables, mais ce bilan positif ne concerne que les femmes de plus de 

55 ans (Allemand et al., 2008 ; Séradour et al., 2010). Les auteurs révèlent ainsi que le taux 
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d’incidence a baissé de 14,7 % pour des femmes âgées de 55 à 59 ans et de 12,6 %  pour des 

femmes âgées de 60 à 64 ans, entre 2003 et 2007. Un phénomène similaire a été décrit aux 

Etats-Unis et en Suède. Cette tendance à la diminution est expliquée par l’arrêt de l’utilisation 

des traitements hormonaux substitutifs (THS).  

Le cancer du sein peut survenir aussi chez l'homme, mais il est rare (moins de 1 % des cas).  

I. B. 2. Les facteurs de risques 

Plusieurs études épidémiologiques et expérimentales menées à travers le monde ont mis en 

évidence des facteurs environnementaux, nutritionnels et génétiques intervenant dans 

l’étiologie du cancer du sein.  

I. B. 2. a) Age 

L’âge est le facteur de risque le plus important du cancer du sein. La maladie est rare chez les 

femmes de moins de 30 ans ; plus de 50 % des cas sont observés après 65 ans. Il existe cepen-

dant des cancers survenant chez des femmes plus jeunes et environ 15 à 20 % des cancers du 

sein sont diagnostiqués avant 50 ans. Dans cette tranche d'âge, on retrouve plus fréquemment 

les cancers familiaux avec mutation des gènes BRCA1 et BRCA2 (Institut National du Can-

cer). 

I. B. 2. b) Facteurs environnementaux et habitudes alimentaires 

Les chiffres d’incidence et de mortalité varient en fonction de la situation géographique ; 

l’incidence la plus élevée étant notée en Europe du Nord et en Amérique du Nord, la plus 

basse dans les pays en développement et au Japon. Les migrations géographiques ont permis 

de démontrer le rôle essentiel des facteurs environnementaux dans l’incidence du cancer du 

sein. En effet, les populations asiatiques migrantes aux Etats-Unis et notamment les Japonais 

présentent au bout de 2 à 3 générations le même profil épidémiologique que la population 

locale. Il en est de même pour des personnes jeunes ayant émigré d’un pays à bas risque, ce 

qui traduit une corrélation entre la pathologie et le mode de vie dès le plus jeune âge.  

L’alcool est le seul facteur nutritionnel de risque établi. Ce risque augmente d’environ 7 % 

pour une consommation moyenne d’une boisson alcoolisée par jour, alors que le tabac ne 

semble pas présenter de lien avec l’incidence du cancer du sein. 
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La surcharge pondérale joue un rôle différent en fonction du statut ménopausique. L’obésité 

augmente d’environ 50 % le risque de cancer du sein chez les femmes ménopausées, proba-

blement en raison d’une hyperœstrogénie sérique (Key et al., 2001). Cependant, l’obésité 

après la ménopause est un facteur de risque bien circonscrit et indépendant de la pathologie ; 

elle peut ainsi être évitée par une activité physique régulière, composante majeure du maintien 

de l’équilibre énergétique, et qui semble ainsi réduire le risque d’apparition de la maladie dans 

cette tranche de la population féminine (Pan et DesMeules, 2009). 

I. B. 2. c) Vie génitale 

Plusieurs études incriminent l’âge précoce des premières règles (avant l’âge de 12 ans) et une 

ménopause tardive (après 55 ans). Il n’a jamais été démontré que ces deux paramètres rele-

vaient d’un même facteur causal, mais il semblerait que le risque soit lié à une exposition pro-

longée des hormones ovariennes sur l’épithélium mammaire (Key et al., 2001). 

L’âge de la première grossesse (avant 30 ans) et la multiparité jouent quand à eux un rôle pro-

tecteur. Les effets de l’allaitement ne semblent pas tout à fait avérés, hormis pour un allaite-

ment long de plus de deux ans. Selon certaines études, la lactation engendre des changements 

hormonaux endogènes, en particulier une réduction de la production d’œstrogènes et une 

augmentation de prolactine, qui diminueraient la durée d’exposition globale aux œstrogènes. 

L’allaitement diffère également la reprise de l’ovulation et maintient la glande mammaire 

sous une forme hautement différenciée, la mettant à l’abri des carcinogènes.  

Les effets de la contraception orale sont controversés (Casey et al., 2008 ; Kahlenborn et al., 

2008), alors que les traitements hormonaux substitutifs présentent un risque avéré (Suhrke et

al., 2009). 

I. B. 2. d) Antécédents familiaux 

L’histoire familiale est associée, de manière régulière, à un risque accru de cancer du sein. Le 

risque est d’autant plus marqué chez les jeunes femmes et lorsque la maladie s’est développée 

chez une proche parente (mère, fille ou sœur), avant l’âge de 50 ans (Pharoah et al., 1997). 

Ainsi, 7 à 10 % des cas sont à composante héréditaire, et dus notamment à l’inactivation des 

gènes suppresseurs de tumeurs BRCA1 et BRCA2 (Breast Cancer Suceptibility 1 et 2) (Miki et 

al., 1994 ; Futreal et al., 1994 ; Wooster et al., 1995 ; Couch et al., 1996). Le fait d’évoluer 

dans le même environnement, d’avoir le même style de vie et un patrimoine génétique com-
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mun, ajouté à l’instabilité génomique en rapport avec les mutations des gènes BRCA1 et 

BCRA2, expliquerait en partie le risque accru de cancer du sein associé à l’origine familiale. 

I. B. 2. e) Antécédents de pathologie mammaire bénigne 

Les maladies bénignes du sein représentent un facteur de risque de cancer du sein. Elles sont 

histologiquement divisées en deux groupes : les lésions non prolifératives et les lésions proli-

fératives avec ou sans atypie. Les lésions non prolifératives ne sont généralement pas asso-

ciées à un risque accru. A l’inverse, les lésions prolifératives sans atypie multiplient le risque 

par deux, tandis que les lésions hyperplasiques avec atypie augmentent ce risque au moins 

d’un facteur cinq (Key et al., 2001). Ces déficiences dans le contrôle de la prolifération et de 

la différenciation cellulaire pourraient expliquer la prédisposition des patientes à développer 

ultérieurement un cancer. 

En conclusion le cancer du sein apparaît comme une maladie multifactorielle. Une identifica-

tion des facteurs de risques sur lesquels il est possible d’agir, telle que la surcharge pondérale, 

et une meilleure connaissance des mécanismes de tumorigenèse en cause, pourraient faciliter 

la mise en œuvre de stratégies efficaces de prévention. 

I. B. 3. La tumorigenèse mammaire 

I. B. 3. a) Les étapes du développement tumoral 

La carcinogenèse mammaire est le résultat d’une succession d’étapes contribuant à la trans-

formation d’une cellulaire saine en une cellule cancéreuse, sous l’influence d’une multitude 

de facteurs tels que les agents environnementaux, les facteurs physiologiques (facteurs de 

croissance, hormones, cytokines…) ou encore les altérations génétiques. La transformation de 

la cellule est suivie de son expansion clonale et de sa croissance en masse tumorale ou cancer 

primaire. Les cellules cancéreuses envahissent ensuite progressivement les tissus adjacents au 

niveau local puis se disséminent dans l’organisme par rupture de la membrane basale pour 

former des métastases.  

Plusieurs étapes successives participent au processus de cancérisation de l’épithélium mam-

maire, schématisées dans la figure 6 : 
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- L’hyperplasie : lors de l’initiation, une cellule saine d’un canal ou lobule mammaire est gé-

nétiquement modifiée et se multiplie de manière anarchique. 

- La dysplasie : les cellules se dédifférencient et continuent à proliférer en présentant des mo-

difications structurales et fonctionnelles. Ce stade n’est décrit qu’au niveau épithélial (dyspla-

sie et hyperplasie sont notées comme des lésions précancéreuses). 

- Le carcinome in situ : les cellules épithéliales cancéreuses prolifèrent uniquement au niveau 

local, dans la lumière de la glande, sans franchir la membrane basale. Les cellules myoépithé-

liales présentent des altérations épigénétiques et phénotypiques et leur nombre diminue ; dans 

le même temps, les fibroblastes, les lymphocytes et les cellules endothéliales du stroma proli-

fèrent.  

- Le carcinome infiltrant ou invasif : la perte de l’intégrité de la membrane basale permet aux 

cellules tumorales d’envahir le tissu conjonctif. 

- Les métastases : les cellules néoplasiques essaiment à partir de la tumeur primaire via les 

voies lymphatiques ou sanguines et colonisent ainsi un ou des organes distants. 

Figure 6 : Les différentes étapes de la cancérisation dans le cas d’un carcinome canalaire mam-
maire. Sous l’influence de divers signaux, d’altérations génétiques et épigénétiques, les cellules épi-
théliales mammaires vont proliférer de manière anarchique jusqu’au stade de l’hyperplasie atypique. 
Les cellules se dédifférencient, acquièrent de nouvelles propriétés structurales et prolifèrent au niveau 
local, donnant ainsi naissance à un carcinome in situ. Dans certains cas, les cellules sont capables de 
franchir la membrane basale et forment un cancer invasif puis métastatique. (images adaptées et issues
du site www.bccancer.bc.ca et de la publication de Burstein et de ses collaborateurs (Burstein et al., 
2004). 

Ca
nc

ér
isa

tio
n

Cellules épithéliales 

saines

Prolifération 

bénigne

Hyperplasie 

canalaire atypique

Carcinome 

canalaire in situ

Carcinome 

canalaire invasif

Dissémination des cellules cancéreuses dans la lymphe/ le sang :

Formation de métastases



Introduction bibliographique 

�
26

I. B. 3. b) Les caractéristiques des tumeurs mammaires 

• Les différents types de cancer du sein 

Les études anatomo-pathologiques ont mis en évidence l’existence de différents types de can-

cer du sein. Les tumeurs mammaires peuvent ainsi être dans un premier temps classées en 

tumeurs bénignes et tumeurs malignes. 

Les tumeurs bénignes sont bien limitées et encapsulées. Elles présentent une croissance lente 

et locale ; elles récidivent en général après exérèse. Parmi celles-ci, on note les adénofibromes 

(hyperplasie d’un ou plusieurs lobules mammaires) et les tumeurs phyllodes (1% des tumeurs 

de sein). 

Les tumeurs malignes sont quand à elles mal limitées, irrégulières et non encapsulées. Les 

cellules présentent une croissance rapide, anarchique et tendent à infiltrer les tissus adjacents. 

Environ 95 % des tumeurs malignes mammaires sont des adénocarcinomes, c'est-à-dire un 

cancer développé à partir de l’épithélium glandulaire mammaire. Ces adénocarcinomes se 

développent soit à partir des cellules formant les canaux (carcinome canalaire), soit à partir 

des cellules des lobules glandulaires (carcinome lobulaire). Ces carcinomes peuvent ensuite 

être subdivisés selon leurs caractéristiques d’infiltration du stroma sous-jacent. On distingue 

ainsi les carcinomes in situ non invasifs et les carcinomes infiltrants ou invasifs.  

� Les carcinomes in situ (non infiltrants) :  

Les carcinomes de sein in situ représentent environ un quart des cancers diagnostiqués. Cette 

proportion est en constante augmentation du fait du développement du dépistage du cancer du 

sein et de la généralisation de la mammographie.  

Ces tumeurs in situ sont localisées dans les canaux et sont appelées canalaires (CCIS) ou dans 

les lobules et sont dits lobulaires (CLIS). La prolifération maligne des cellules épithéliales 

s’effectue dans la lumière du canal galactophorique ou au niveau des acini des lobules, sans 

envahir le tissu conjonctif environnant. Les CCIS sont de bon pronostique et les CLIS sont 

généralement bilatéraux et évoluent dans 20 à 50 % des cas vers une forme infiltrante.  

� Les carcinomes infiltrants (ou invasifs) : 

Les carcinomes infiltrants représentent environ les trois quarts des cancers diagnostiqués. Ces 

cancers ont la propriété d’envahir les tissus conjonctifs, évoluant localement puis métastasant. 

On distingue également différentes formes selon l’aspect histologique des biopsies (Fi-
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gure 7). Ces carcinomes sont le plus souvent canalaires (80 % des cas) ou lobulaires (5 %). 

D’autres formes plus rares sont associées à un meilleur pronostic de survie des patientes : la 

maladie de Paget du mamelon, les carcinomes médullaire, tubuleux, mucineux, cribriforme, 

papillaire infiltrant, adénoïde kystique, apocrine, sécrétant ou encore métaplasique.  

A B

C D

Figure 7 : Coupes anatomo-pathologiques représentant les principaux types de carcinomes 
mammaires. Les carcinomes canalaire in situ (A) et lobulaire in situ (B) sont caractérisés par une 
prolifération non contrôlée des cellulaires mammaires dans la lumière du canal galactophorique et des 
acini des canalicules lobulaires, respectivement. Les carcinomes canalaire invasif (C) ou lobulaire 
infiltrant (D) présentent quand à eux une dégradation de la membrane basale et un envahissement du 
stroma sous-jacent par les cellules cancéreuses. Les coupes histologiques ont été marquées à l’aide des 
colorants hématoxyline et éosine (images issues du site www.gfmer.ch). 
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• Les métastases des cellules cancéreuses de sein 

Le cancer du sein est une pathologie à évolution lente : il faut en effet compter 6 à 8 ans pour 

qu’apparaisse une tumeur de 1 cm3, décelable par mammographie. Ce cancer est caractérisé 

par l’apparition fréquente de foyers tumoraux secondaires. En effet, les cellules néoplasiques 

des carcinomes de type invasif peuvent envahir le stroma et le tissu mammaire environnant et 

essaimer via le réseau lymphatique, ou sanguin. Les premiers relais ganglionnaires colonisés 

par les cellules cancéreuses de sein sont les ganglions axillaires, localisés au niveau des ais-

selles, suivis des ganglions de la chaîne thoracique interne et sous-claviculaires (Figure 3). 

Cet envahissement est le prémice de la généralisation du cancer du sein et du développement 

des métastases secondaires au niveau des os, des poumons, de la plèvre, de la peau, du foie et 

du cerveau. La survie des patientes est d’autant diminuée que le nombre de ganglions envahis 

et de métastases apparues est important (Cocconi, 1995).  

Ces données reflètent donc bien les challenges actuels des chercheurs : découvrir des mar-

queurs fiables des tumeurs mammaires primaires utilisables pour un dépistage précoce ainsi 

que des marqueurs biologiques de dissémination et d’implantation des cancers secondaires 

agressifs et de mauvais pronostic. 

• Classification des cancers du sein 

� La classification anatomo-clinique ou classification TNM. 

La classification TNM est un système international, validé en 1953 comme base de classifica-

tion par le comité de nomenclature et de statistiques de l'UICC (Union Internationale Contre 

le Cancer). Elle est communément utilisée par les praticiens et se fonde sur l'extension anato-

mique de la tumeur déterminée par la clinique et l'histopathologie. Cette classification con-

cerne les carcinomes et contribue à évaluer le pronostic de la maladie et à déterminer le trai-

tement à prescrire. Les trois lettres utilisées symbolisent la propagation de la pathologie sur le 

site de la tumeur primitive (T), dans les ganglions lymphatiques voisins (N) et à distance pour 

d’éventuelles métastases (M). Chaque lettre est affectée d’un coefficient, qui est fonction de la 

gravité du cancer du sein (Espié et Gorins, 2001). La lettre T symbolise la tumeur primaire. 

Elle est notée de T0 (quand la lésion primitive n’est pas retrouvée) à T4 pour les tumeurs les 

plus étendues. Cette cotation dépend du volume tumoral, représenté par le diamètre maximal 

de la lésion, et de la fixation aux organes voisins (peau, côte, muscles intercostaux, grand den-
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telé). La lettre N, de N0 à N3, dépend du territoire ganglionnaire, plus ou moins proche de la 

tumeur, des dimensions des adénopathies, de leur nombre et de leur fixation éventuelle aux 

tissus voisins. La lettre M est annotée M0 en l’absence de métastases connues ou M1 en leur 

présence, quel que soit leur siège, unique ou multiple. La juxtaposition de ces 3 lettres chif-

frées donne une description abrégée de l'extension de la tumeur maligne. La combinaison de 

ces variables permet également d’établir le stade du cancer du sein (de 0 à IV), qui reflète son 

agressivité (Tableau 1).  

Ces analyses sont complétées par d’autres facteurs pronostiques tels que le grade histopronos-

tique, la taille anatomique de la tumeur, l’âge, le statut hormonal de la patiente et la présence 

de récepteurs hormonaux. 

Tableau 1: Classification du cancer du sein par stade, en fonction des observations TNM. 

Stade Description 

0 Cancer in situ (non invasif) 

I La tumeur a une taille � à 2 cm, absence de signe d’envahissement ganglionnaire régional 

II La tumeur mesure de 2 à 5 cm et/ou atteinte ganglionnaire satellite mineure  

III Atteinte locale importante et/ou atteinte ganglionnaire satellite majeure, absence de métas-
tase 

IV Tumeur avancée localement et métastases à distance 

La classification TNM a contribué pendant de nombreuses années à codifier les indications de 

traitement pour les cliniciens. Malheureusement, ce système rend insuffisamment compte de 

l’hétérogénéité évolutive de la maladie, conduisant souvent à des traitements inadaptés. Cette 

inadaptation coïncidant avec la disponibilité croissante de nouvelles drogues anti-cancéreuses, 

il a été nécessaire d’améliorer la classification pronostique pour déterminer de nouveaux mar-

queurs, affiner les indications thérapeutiques et améliorer la survie globale des patientes.  
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� La classification moléculaire 

Face aux limites des approches classiques, les recherches se sont tournées vers une caractéri-

sation moléculaire globale, détaillée et objective de la maladie à l’aide des analyses géno-

miques à haut débit, notamment par l’analyse du transcriptome sur puces à ADN. Ces tech-

niques ont tout d’abord été utilisées pour décrire les différences d’expression génique entre le 

tissu tumoral invasif et le tissu mammaire sain. Ces analyses non supervisées ou clustering 

ont permis de définir des classes de tumeurs sur la base de leur similitude en terme 

d’expression génique, indépendamment de toute donnée histologique ou clinique a priori. 

Une fois définies, des corrélations ont été recherchées entre ces classes de tumeurs et les pa-

ramètres histologiques et cliniques. C’est par cette approche, appliquée à un jeu de 496 gènes 

sélectionnés parmi 8.102 testés et à une série de cancers du sein localement avancés, qu’une 

équipe de Stanford a défini 5 sous-types de tumeurs, entités biologiques différentes les unes 

des autres retrouvées dans les diverses populations ethniques (Perou et al., 2000 ; Sorlie et al., 

2001 ; Sotiriou et al., 2003).  

On distingue ainsi : 

- Le type luminal : il est le sous-groupe le plus représenté (34-66 % des cancers du sein), cor-

respondant à des cancers généralement de bas grade qui expriment les récepteurs hormonaux 

(œstrogènes et progestérone) et les cytokératines (CK) 8/18. Ces tumeurs présentent un profil 

d’expression proche de celui décrit pour les cellules épithéliales luminales et sont subdivisées 

en deux sous-types, en fonction du profil d’expression génique et de la survie des patientes.  

- Luminal A (19-39 % des cancers du sein) : de bon pronostic et de faible grade, avec 

une expression très importante du récepteur aux œstrogènes. 

- Luminal B ou C (10-23 %) : ce groupe présente une forte expression des gènes de 

prolifération cellulaire et anti-apoptotique en comparaison au sous-type A ; il est de 

grade plus élevé et de pronostic moins favorable expliquant les différences de réponse 

aux traitements hormonaux. 

Les tumeurs mammaires négatives pour l’expression des récepteurs hormonaux (30-45 %) 

peuvent quant à elles être divisées en trois sous-types : 

- Triple-négatif (15-20 %) : dans ce groupe, on note une absence d’expression à la fois du 

récepteur aux œstrogènes (ER), du récepteur à la progestérone (PR) et du récepteur à activité 

tyrosine kinase Her2 (ErbB2). Le type nommé basal-like est un sous-groupe des tumeurs 

triple-négatives hétérogènes (Rakha et al., 2009 ; Seal et Chia, 2010). Il présente un profil 
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d’expression proche de celui des cellules myoépithéliales basales, avec une forte expression 

des gènes de prolifération cellulaire et des CK 5/6 et 17. Une mutation de la protéine p53 a 

également été décrite dans 82 % des cas ainsi que du gène BRCA1. Ces tumeurs sont de grade 

III et de mauvais pronostic. 

- ERBB2/HER2+ (4-10 %) : ces tumeurs sur-expriment un groupe de gènes de l’amplicon 

17q22.24 dont ERBB2 et p53 est mutée dans 71 % des cas. Elles sont de grade III. 

- Normal breast-like (10 %) : Ce groupe présente des caractéristiques en commun avec le 

tissu mammaire normal mais aussi avec les cellules non épithéliales du microenvironnement 

tumoral. Ce dernier sous-type reste encore mal défini.  

Ces groupes et leurs corrélations histo-cliniques ont été validés sur un nombre important de 

tumeurs (Sorlie et al., 2003 ; Carey et al., 2006) (Tableau 2), puis ont été identifiés dans des 

carcinomes in situ et dans le cancer du sein inflammatoire, renforçant leur robustesse et leur 

universalité. Cependant, l’origine et l’apparition de chacun de ces sous-types n’est à ce jour 

pas encore clairement défini, même si certaines hypothèses portent sur l’existence de cellules 

souches cancéreuses et sur un modèle hiérarchique du développement de la tumeur de sein 

(cf. paragraphe II.B.3.c) (Polyak, 2007 ; Sims et al., 2007 ; Melchor et Benítez, 2008 ; Shipit-

sin et Polyak, 2008). 

Tableau 2 : Caractéristiques moléculaires utilisées en immunocytochimie pour différencier les 
différents sous-types de cancer du sein (adapté de Mullan et Millikan, 2007). 

Sous-types de tumeurs mammaires Marqueurs immunocytochimiques 

Luminal de type A ER+ et/ou PR+ ; HER2- 

Luminal de type B ER+ et/ou PR+ ; HER2+

Basal-like ER-, PR-, HER2- ; CK 5/6+; CK14+; EGFR+ 

ERBB2/HER2+ HER2+, ER-, PR- 

Normal breast-like Négatif pour les 5 marqueurs précédents 
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Ces dernières années, des recherches transcriptomiques ont permis d’identifier des signatures 

pronostiques ou prédictives de la réponse thérapeutique, dont certaines sont actuellement en 

phase de validation dans des essais cliniques prospectifs (Figure 8). Ces études permettent 

d’associer les signatures génétiques des tumeurs mammaires avec, entre autres, la survie, que 

le patient ait ou non reçu un traitement adjuvant (van de Vijver et al., 2002 ; Pawitan et al., 

2005), avec la récidive tumorale et métastatique ou encore avec la réponse aux traitements 

systématiques (chimiothérapie, hormonothérapie) (Sotiriou et Piccart, 2007 ; Driouch et al., 

2007).  

Les puces à ADN ont ainsi marqué un tournant dans l’approche du cancer du sein, offrant un 

outil essentiel pour disséquer la complexité moléculaire des tumeurs, et probablement amélio-

rer la prise en charge des patientes dans les années à venir. 

Figure 8 : Identification de signatures pronostiques ou prédictives dans le cancer du sein par la 
technique des puces à ADN. Les ARN sont extraits d’échantillons mammaires collectés pendant 
l’opération chirurgicale (A) ou avant le traitement (B), marqués avec un marqueur fluorescent et hy-
bridés avec un microarray contenant des sondes spécifiques des gènes d’intérêt. A. Analyse des signa-
tures génétiques pronostiques à partir de tumeurs prélevées lors de l’opération chirurgicale, et compa-
rées à la présence ou l’absence de récidive. B. Analyse des signatures prédictives à partir 
d’échantillons de tumeurs mammaires prélevés avant traitement, et comparées à la réponse au traite-
ment (d’après Sotiriou et Piccart, 2007). 
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I. B. 3. c) Mécanismes de la tumorigenèse mammaire

Comme nous l’avons vu précédemment, le cancer du sein est une pathologie évolutive multi-

factorielle au cours de laquelle l’influence de facteurs exogènes et endogènes, liée à une suc-

cession d’altérations géniques, confèrent aux cellules des avantages sélectifs menant à la 

transformation de cellules saines en cellules tumorales. La complexité du cancer peut se ré-

sumer en « six altérations essentielles dans la physiologie de la cellule », décrites par Hanahan 

et Weinberg, qui permettent à la cellule d’acquérir sa malignité : indépendance par rapport 

aux signaux de croissance cellulaire, perte de la sensibilité vis-à-vis des signaux anti-

prolifératifs, échappement à l’apoptose, potentiel réplicatif illimité, conversion angiogénique, 

invasion et métastase (Hanahan et Weinsberg, 2000). Ce schéma est discuté aujourd’hui ; cer-

tains préférant regrouper d’un côté les altérations liées à la formation de la tumeur primaire, 

qu’elle soit bénigne ou maligne, et d’un autre côté, l’invasion tissulaire et la formation des 

métastases, corrélées au mauvais pronostic du cancer du sein (Lazebnik, 2010) (Figure 9).  

L’instabilité génomique peut être reliée aux altérations citées précédemment. Les altérations 

géniques les plus fréquemment décrites dans le cancer du sein correspondent à l’inactivation 

de gènes suppresseurs de tumeurs ou, au contraire, à l’activation d’oncogènes par amplifica-

tion génique (Thompson et Easton, 2004). 

• Formation de la tumeur primaire : lien entre croissance,  
 survie et instabilité génomique 

� Inactivation des gènes suppresseurs de tumeurs 

Les gènes suppresseurs de tumeurs agissent à différents niveaux de la vie de la cellule. On les 

subdivise en 3 groupes : les garants de la stabilité du génome (caretakers tels que TP53, 

BRCA1/2), les inhibiteurs de la croissance cellulaire (gate-keepers tels que RB, PTEN) et les 

modulateurs du microenvironnement tumoral (landscapers tel que CDH1) (Figure 9). Selon 

le modèle de Knudson, il est nécessaire que les deux allèles d’un gène suppresseur de tumeurs 

soient altérés pour que la fonction de régulation négative de la prolifération cellulaire soit 

perdue (Knudson, 1993). Ces dernières années, des études ont montré que la perte monoallé-

lique d’un gène suppresseur de tumeurs dans des modèles murins peut être suffisante pour 

mener à la tumorigenèse (Ma et al, 2005).  



Introduction bibliographique 

�
34

Figure 9 : De la tumeur primaire mammaire aux métastases : les gènes associés aux différents 
processus. Les étapes basiques de la formation de métastases incluent l’évolution d’un carcinome in 

situ vers un stade invasif au cours duquel les cellules cancéreuses mammaires envahissent le stroma 
sous-jacent puis se disséminent dans l’organisme par la lymphe ou les vaisseaux sanguins. Ces évé-
nements sont liés à un ensemble d’altérations géniques touchant, entre autres, des gènes suppresseurs 
de tumeurs ou des oncogènes. D’autres modifications génétiques et épigénétiques sont ensuite néces-
saires pour permettre aux cellules mammaires circulantes d’infiltrer le parenchyme cervical, pulmo-
naire ou osseux, de survivre en phase de latence, et de coloniser des organes spécifiques, donnant ainsi 
naissance à des tumeurs secondaires (adapté de Nguyen et al., 2009).  

Plusieurs gènes sont mutés dans le cancer du sein. 

La protéine p53 est une protéine anti-oncogénique essentielle, communément désignée 

comme la “gardienne de la stabilité du génome”. Ces fonctions sont multiples : p53 joue un 

rôle central dans le contrôle du cycle cellulaire, la réparation des lésions moléculaires ou en-

core dans la sénescence et l’induction de l’apoptose (Levine et Oren, 2009). 25 % des tumeurs 

mammaires présentent une mutation du gène TP53, associée à un mauvais pronostic de survie 

des patientes notamment dans les tumeurs de type ER- et PR- (IARC TP53 database, No-

vembre 2009 ; Olivier et al., 2006). L’inactivation de p53 induit une augmentation de la proli-

fération et la probabilité de la transformation maligne des cellules mammaires en raison d’une 

déficience dans le processus apoptotique. De plus, une mutation de la protéine p53 et une dé-
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régulation de l’expression des protéines anti-apoptotiques peuvent induire une résistance à la 

chimiothérapie (Bertheau et al., 2008). 

La protéine Rb (Retinoblastoma protein) intervient dans le contrôle de la transition G1/S du 

cycle cellulaire. Des mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation de Rb par les com-

plexes cycline-cdk permettent de libérer/séquestrer respectivement le facteur de transcription 

E2F, faisant de Rb un médiateur essentiel de la signalisation antiproliférative. Plusieurs études 

ont démontré une expression aberrante de RB dans 20 % à 35 % des cancers du sein, en raison 

d’une perte d’hétérozygotie ou d’une perte totale de son expression (Bosco et Knudsen, 

2007a). La perte de fonction de Rb compromet les points clefs du cycle cellulaire, contribuant 

ainsi à une prolifération anarchique des cellules. Les études menées par l’équipe de Knudsen 

ont permis de montrer que les tumeurs mammaires présentant une déficience en Rb résistent 

aux anti-mitogènes des thérapies hormonales et sont associées à une récidive rapide de la ma-

ladie après un traitement par le tamoxifène (Bosco et al., 2007b).  

La protéine PTEN (Phosphatase and TENsin homolog) participe à la régulation du cycle de 

division cellulaire en déphosphorylant notamment les phosphatidylinositol (3,4,5)-

triphosphates (PtdIns (3,4,5)P3 ou PIP3). Son action est antagoniste de la phosphatidyl-inositol 

3-OH kinase (PI3-kinase ou PI3K), requise pour l’activation de la protéine de signalisation 

intracellulaire Akt. Environ 40 % des patientes atteintes de cancer du sein présentent une mu-

tation du gène PTEN, ce qui peut engendrer une activation constitutive des protéines Akt et 

mTOR et, par conséquent, une prolifération et une survie cellulaire non contrôlées. De ma-

nière intéressante, une diminution « subtile » de PTEN (de 20 % par rapport à l’expression 

dans des souris Wild Type) est suffisante pour augmenter l’expression de la forme phosphory-

lée d’Akt, diminuer la survie de souris immunodéprimées et induire le développement spéci-

fique de tumeurs mammaires (Alimonti et al., 2010). 

Les gènes BRCA1 et BRCA2 sont des gènes suppresseurs de tumeurs dont la mutation prédis-

pose aux cancers du sein, mais également à celui de l’ovaire, du pancréas et de la prostate. 

Ces gènes sont associés aux formes familiales et par conséquent utilisés dans la prévention du 

cancer du sein héréditaire (Metcalfe et al., 2008 ; Bordeleau et al., 2010). Les protéines 

BRCA sont directement impliquées dans la réparation des cassures de l'ADN, le maintien de 

la stabilité du génome, l’activité transcriptionnelle d’autres gènes suppresseurs de tumeurs et 

dans le contrôle du cycle cellulaire via leur interaction avec les protéines rad51, p53 et l’ARN 

polymérase II (Yoshida et Miki, 2004 ; Rosen et al., 2006 ; Buck, 2008). 
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� Activation d’oncogènes 

Les protéines codées par les oncogènes stimulent à la fois la prolifération, la survie, l’invasion 

et la migration des cellules cancéreuses (Figure 9). Ce sont des facteurs de croissance 

(HGF/SF ou Hepatocyte Growth Factor/Scatter Factor), des récepteurs aux facteurs de crois-

sance (EGFR, c-Met), des protéines des voies de signalisation (Ras, Src), des acteurs de la 

survie cellulaire (Bcl-2), des régulateurs du cycle cellulaire (cycline D1, cdk) ou encore des 

facteurs de transcription (c-Myc, Rel). Dans le cancer du sein, les oncogènes sont principale-

ment activés par amplification génique ; les mutations ponctuelles, les insertions ou les réar-

rangements géniques étant moins observés. 

Les altérations génétiques liées au gène MYC ont été les premières décrites dans le cancer du 

sein (Escot et al., 1986). c-myc est un facteur de transcription impliqué dans la prolifération 

cellulaire, la différenciation, la survie et l’apoptose. MYC est amplifié par duplication dans 

environ 20 % des cancers du sein, sa fréquence d’amplification étant d’autant plus élevée dans 

les tumeurs de type basal, envahissant les ganglions axillaires, ainsi que dans les tumeurs pré-

sentant des altérations du gène BRCA1 décrit précédemment (Chen et Olopade, 2008 ; Ni-

kolsky et al., 2008).  

Le gène CCDN1 ou PRDA1 code pour la cycline D1, qui régule le passage G1/S et G2/M du 

cycle cellulaire. Ce gène est amplifié dans 13 à 20 % des carcinomes mammaires. De manière 

intéressante, la cycline D1 est surexprimée dans 50 % des cancers du sein, en présence ou en 

l’absence d’amplification génique (Arnold et Papanikolaou, 2005). L’expression de cette pro-

téine peut alors être dérégulée par des mécanismes de régulation transcriptionnelle et post-

traductionnelle anormaux. Une surexpression de la cycline D1 est associée à un grade histo-

pronostique élevé, une expression importante de la cycline A et de la protéine Ki67 dans les 

tumeurs ER+, alors qu’elle est associée à un faible grade et à une faible expression de Ki67 

dans les tumeurs mammaires ER- (Aaltonen, 2009). Il a été démontré que la surexpression de 

la cycline D1 seule, tout comme celle de c-myc, n’a pas de pouvoir oncogénique suffisant et 

nécessite des événements additionnels pour transformer une cellule saine en cellule tumorale.  

Le gène c-ERBB2 est le 3ème gène le plus amplifié dans le cancer du sein. Il code pour le ré-

cepteur à activité tyrosine kinase Her2 ou ErbB2, de la famille de l’EGFR. Sa surexpression à 

la surface de 25 à 30 % des tumeurs primaires mammaires induit la dimérisation et la trans-

phosphorylation constitutive du récepteur (Owens et al., 2004). L’activation des voies de si-

gnalisation qui en découle, Ras/MAPK, PI3K/Akt, PLC�1/PKC et JAK/STAT, conduit à la 
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formation de la tumeur primaire ainsi qu’à une résistance aux traitements hormonaux et à la 

chimiothérapie (Sergina et Moasser, 2007). De par son implication dans la tumorigenèse, le 

récepteur Her2 constitue une cible de premier intérêt dans la thérapie anti-cancéreuse. Des 

outils thérapeutiques innovants, basés sur l’utilisation d’anticorps monoclonaux anti-Her2, 

sont utilisés ou ont atteint la phase III d’essais cliniques chez des patientes atteintes de cancer 

du sein (Figure 10). Ainsi, le Trastuzumab (ou Herceptine), anticorps monoclonal murin re-

combinant et humanisé, réprime la croissance tumorale et augmente la survie des patientes 

lorsqu’il est combiné à une chimiothérapie (Slamon et al., 2001 ; Romond et al., 2005). De 

nouvelles générations d’agents ciblant Her2 et notamment des inhibiteurs de sa fonction ki-

nase comme le Lapatinib sont actuellement en cours de développement (Figure 10) (Baselga 

et Swain, 2009). Il est intéressant de noter que le locus 17q12-q21, dont fait partie ERBB2, 

contient également le gène TOPO2 codant la topoisomérase II alpha. Il s’avère que celui est 

également amplifié dans une majorité de tumeurs de sein HER2+. De nouvelles approches 

thérapeutiques combinant inhibiteurs de HER2 et de TOPO2 sont envisagées (Järvinen et Liu, 

2006). 

A B C

Figure 10 : Approches thérapeutiques visant à inhiber la croissance tumorale mammaire en ci-
blant la signalisation du récepteur HER2. Le récepteur HER2 ou ERBB2 est composé de trois do-
maines fonctionnels : une partie extracellulaire avec 4 domaines distincts, un segment transmembra-
naire et un domaine intracellulaire à activité tyrosine kinase. A l’heure actuelle, le ligand spécifique de 
HER2 est inconnu ; le récepteur existe dans une configuration « ouverte », disponible pour sa diméri-
sation. A. L’anticorps Trastuzumab se lie directement au domaine IV de la partie extracellulaire du 
récepteur HER2, réprimant ainsi l’activation des voies de signalisation associées, le clivage du do-
maine extracellulaire et favorisant les réactions immunitaires par une cytotoxicité cellulaire dépen-
dante des anticorps. B. Un autre anticorps monoclonal anti-HER2, le Pertuzumab, se lie directement 
au domaine II de la région extracellulaire. La fixation de l’Ac inhibe la dimérisation du récepteur, 
élément clef de l’activation de celui-ci. C.  Inhibition de la fonction kinase intracellulaire de HER2 par 
l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques tels que le Lapatinib (adapté de Baselga et Swain, 2009). 
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� Régulation épigénétique 

La cancérisation d’un épithélium mammaire est causée en premier lieu par une série de sélec-

tions clonales liées à des changements d’expression de gènes suppresseurs de tumeurs et 

d’oncogènes. Il est désormais établi que des modifications épigénétiques peuvent également 

conduire à une instabilité chromosomique et à des réarrangements responsables de la carcino-

genèse, notamment dans le cancer du sein. Ces altérations incluent des modifications telles 

que l’hypométhylation de l’ADN et l’hypoacétylation de la chromatine, ainsi que des hypo-

méthylations et hyperméthylations spécifiques de gènes (Feinberg et Tycko, 2004 ; Tlsty et 

al., 2004). 

De nombreux gènes sont hyperméthylés dans le cancer du sein, en comparaison au tissu sain. 

Ils peuvent être impliqués dans l’apoptose (RASSF1A, HOXA5, TWIST1), le contrôle de la 

prolifération cellulaire (CCND2, p16, BRCA1, RAR�), la croissance (ER�, PGR) ou encore 

l’invasion (CDH1). Ces gènes sont à la fois hyperméthylés dans la tumeur primaire, mais éga-

lement dans les cellules du microenvironnement tumoral (Agrawal et al., 2007).  

Des modifications épigénétiques jouent également un rôle essentiel dans la régulation de 

l’expression des petits ARN non codants, ou microRNA (miRNA), pouvant eux-mêmes con-

tribuer à l’évolution de la tumeur primaire, et notamment participer au processus d’invasion et 

de métastase (cf. paragraphe II.B.3.c). Ainsi, une hyperméthylation aberrante des miRNA9-1, 

miRNA-124, miRNA-148, miRNA-152 et miRNA-663 a été démontrée dans une série de 71 

tumeurs primaires mammaires (Lehmann et al., 2008 ; Veeck et Esteller, 2010). 

� Le concept des cellules souches 

Depuis quelques années, un concept définit une nouvelle classe de cellules mammaires ayant 

des propriétés de renouvellement illimité, de différenciation et un potentiel tumorigène pré-

sent a priori dans les tumeurs solides : il s’agit des cellules souches cancéreuses.  

Ce nouveau modèle diffère en quelque sorte du concept de l’évolution clonale appelé modèle 

stochastique dans lequel la tumeur primaire serait la conséquence de l’accumulation de modi-

fications génétiques et épigénétiques d’une cellule saine, même différenciée, conduisant à son 

expansion et à sa sélection clonale (Nowell, 1976). Cette théorie de l’évolution clonale peut 

cependant difficilement expliquer l’hétérogénéité des tumeurs mammaires décrite précédem-

ment. Dans le modèle des cellules souches cancéreuses ou modèle hiérarchique, seule une 

cellule souche ou progénitrice peut engendrer la formation d’une tumeur primaire, suite à 
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Les cellules souches cancéreuses ont tout d’abord été mises en évidence dans les leucémies, et 

ce n’est que récemment qu’elles ont été isolées dans une variété de tumeurs solides (Visvader 

et Lindeman, 2008). Les cellules souches cancéreuses mammaires, hautement tumorigènes, 

sont CD44+ et CD24 -/low et expriment fortement l’aldéhyde déshydrogénase, enzyme clef du 

métabolisme de l’acide rétinoïque. Elles représentent 1 à 10 % de la tumeur de sein. Un tout 

petit nombre (200) de ces cellules cancéreuses CD44+/CD24 -/low forment une tumeur pri-

maire après injection dans des souris SCID, alors que 20.000 cellules mammaires ne possé-

dant pas ce phénotype en sont incapables (Al-Hajj et al., 2003). Les tumeurs ainsi formées 

reproduisent l’hétérogénéité phénotypique décrite dans la tumeur d’origine. Les voies de si-

gnalisation telles que les voies Wnt, Notch, Hedgehog et du TGF-� sont spécifiquement acti-

vées dans les cellules souches cancéreuses de sein, et cette dernière semble particulièrement 

impliquée dans l’induction du caractère malin (Shipitsin et al., 2007).  

Comme nous l’avons vu dans le paragraphe II.B.3.b), les tumeurs mammaires sont désormais 

classées selon leur expression moléculaire en type luminal ou basal-like. Sur la base de cette 

classification et de l’hypothèse des cellules souches, un nouveau modèle tente d’expliquer 

l’apparition des différentes tumeurs mammaires ; il est présenté en figure 12. Cependant, de 

nombreux points restent à éclaircir.  

Figure 12 : Différenciation épithéliale 
mammaire normale et tumorale. À 
partir de cellules souches épithéliales 
mammaires et leurs descendants immé-
diats (progéniteurs bipotents proliféra-
tifs), deux lignages cellulaires se déve-
loppent, aboutissant à des cellules ma-
tures différenciées. Le lignage luminal 
comprend les cellules acineuses ca-
pables de produire le lait pendant la 
lactation. Le lignage myoépithélial en-
toure les cellules précédentes et com-
prend des cellules différenciées expri-
mant des marqueurs du muscle lisse. 
Des altérations génétiques peuvent tou-
cher les cellules souches ou les progéni-
teurs conduisant à la formation d’une 
tumeur composée de cellules immatures 
si les capacités de différenciation sont 
limitées (tumeurs basales) ou de cellules 
progressant le long du lignage luminal 
(tumeurs de type luminal) (adapté de 
Shipitsin et Polyak, 2008). 
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• Invasion et métastases 

Un ensemble d’altérations génétiques et épigénétiques favorise donc la formation de la tu-

meur primaire de sein. D’autres altérations sont nécessaires pour induire le passage d’un car-

cinome in situ à un carcinome invasif puis le tropisme des cellules mammaires vers les or-

ganes-cibles (os, foie, poumon et cerveau). Ces dernières années, l’équipe de Massagué s’est 

intéressée à définir les gènes impliqués dans le processus métastatique et les a regroupés en 3 

classes : les gènes initiateurs de la métastase, les gènes de la dissémination et ceux impliqués 

dans la colonisation spécifique des tissus (Nguyen et al., 2009) (Figure 9). Alors qu’un can-

cer du sein localisé est généralement guérissable, la survie des patientes atteintes d’un cancer 

généralisé est nettement moindre, les traitements étant plus palliatifs que curatifs. Ces études 

fondamentales permettent ainsi de cibler les signatures génétiques des cellules mammaires 

métastatiques et d’envisager à l’avenir des thérapies plus ciblées. 

� Les gènes initiateurs du processus métastatique 

Ces gènes codent pour des éléments qui permettent aux cellules tumorales mammaires, aux 

capacités prolifératives illimitées, de franchir la membrane basale et d’envahir le stroma sous-

jacent. Ils sont exprimés par les cellules épithéliales cancéreuses elles-mêmes, mais également 

par les cellules qui composent le microenvironnement tumoral (cellules myoépithéliales, fi-

broblastiques, immunitaires et endothéliales). Ces gènes peuvent promouvoir la transition 

epithélio-mésenchymateuse (EMT), la motilité cellulaire, la dégradation de la matrice extra-

cellulaire, le recrutement de progéniteurs endothéliaux et favoriser l’angiogenèse ainsi que 

l’échappement au système immunitaire.  

A titre d’exemple, la surexpression des facteurs de transcription Twist, Snail1 et Slug, codés 

respectivement par les gènes TWIST1, SNAI1 et SLUG, favorise l’EMT des cellules épithé-

liales tumorales mammaires en réprimant de manière aberrante l’expression de la molécule 

d’adhérence E-cadhérine (Yang et al., 2004 ; Yang et Weinberg, 2008).  

L’amplification génique de MTDH (également appelé AEG1), codant la molécule d’adhérence 

métadhérine, est observée dans 40 % des tumeurs mammaires et favorise l’invasion et la for-

mation de métastases pulmonaires, ainsi qu’une résistance à la chimiothérapie via une activa-

tion du récepteur à l’HGF (Hu et al., 2009). 

Les cellules myoépithéliales et les myofibroblastes du microenvironnement tumoral régulent 

positivement des facteurs impliqués dans la migration, l’invasion, l’angiogenèse et la dégrada-
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tion de la matrice extracellulaire. Elles produisent des chimiokines (CXCL12 et CXCL14) qui 

se fixent spécifiquement sur leurs récepteurs exprimés par les cellules épithéliales tumorales, 

augmentant leur migration et leur prolifération. En parallèle, elles sécrètent des métallopro-

téases qui dégradent la matrice extracellulaire et favorise l’invasion (Allinen et al., 2004).  

Dans le cancer du sein, ce processus est également initié par l’inhibition de l’expression des 

micro-ARN non codants, les miRNA-126 et miRNA-335 (Tavazoie et al., 2008). 

� Les gènes impliqués dans la dissémination 

La dissémination des cellules tumorales requiert 3 étapes essentielles : l’intravasation dans les 

vaisseaux lymphatiques ou sanguins, la survie dans la circulation et l’extravasation au niveau 

des capillaires d’un organe distant (Figure 13).  

Le gène CD82 (ou KAI1) est un gène suppresseur de métastases. Il code pour la protéine de 

surface CD82, de la famille des tétraspanines. La molécule CD82 interagit spécifiquement 

avec l’antigène DARC (Duffy Antigen Chemokine Receptor), exprimé à la surface des cellules 

endothéliales, ce qui provoque en conditions physiologiques l’inhibition de l’infiltration par 

sénescence des cellules (Bandyopadhyay et al., 2006). La perte d’expression de la molécule 

CD82 dans les carcinomes mammaires infiltrants favorise ainsi la dissémination et 

l’infiltration des cellules de sein (Yang et al., 2000).  

L’extravasation nécessite l’acquisition de fonctions particulières par les cellules cancéreuses, 

au vu des différences architecturales des capillaires cérébraux, pulmonaires ou encore osseux 

(Figure 13). L’expression combinée de l’épiréguline (ligand de l’EGFR), de la cyclooxygé-

nase COX2 et des métalloprotéases MMP1 et MMP2 est nécessaire pour favoriser la circula-

tion et l’extravasation des cellules tumorales mammaires au niveau des capillaires continus 

pulmonaires (Gupta et al., 2007a). De plus, la production de cytokine Angptl4 (Angiopoietin-

like 4), stimulée par le TGF-� du microenvironnement tumoral, permet l’extravasation en dis-

sociant les jonctions entre les cellules endothéliales des capillaires pulmonaires (Padua et al., 

2008).  
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Figure 13 : Infiltration des cellules tumorales mammaires au niveau de la barrière hémato-
encéphalique, des capillaires continus pulmonaires et des capillaires sinusoïdes de la moelle os-
seuse. Dans le cas d’un carcinome de type invasif, les cellules cancéreuses mammaires peuvent essai-
mer à partir de la tumeur primaire via la circulation sanguine et infiltrer des organes distants. Ce der-
nier événement nécessite l’acquisition de propriétés particulières par les cellules tumorales dissémi-
nées. En effet, la structure fenêtrée des capillaires sinusoïdes de la moelle osseuse est plus permissive 
à l’extravasation des cellules cancéreuses que les capillaires continus des capillaires pulmonaires. Les 
capillaires cérébraux sont beaucoup plus difficiles à pénétrer, en raison de la structure particulière de 
la barrière hémato-encéphalique (d’après Nguyen et al., 2009). 

� Les gènes impliqués dans la colonisation spécifique des tissus 

L’étape d’extravasation est suivie d’une phase de latence plus ou moins longue dans le cancer 

du sein (de quelques années voire décennies), pendant laquelle les cellules cancéreuses mam-

maires résident dans le parenchyme des organes distants en l’état de dormance. De récentes 

études ont démontré que la colonisation des organes et le développement de macrométastases 

nécessitent des altérations génétiques et épigénétiques des cellules tumorales disséminées 

mais aussi du microenvironnement.  

Ainsi, l’expression des gènes ID1 et ID3, codant des facteurs de transcription inhibiteurs de la 

différenciation, permet aux cellules cancéreuses disséminées du sous-type basal d’échapper à 
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la sénescence et initie la croissance de foyers tumoraux secondaires après extravasation dans 

les poumons de souris immunodéprimées (Gupta et al., 2007b ; Swarbrick et al., 2008).  

La formation de métastases osseuses nécessitent la production de facteurs activateurs par les 

cellules mammaires disséminées, tels que les interleukines IL-6 et IL-11, le TNF� (Tumor 

Necrosis Factor-�), et le PTHRP (Parathyroid Hormone-Related Protein). Ces facteurs sti-

mulent l’expression du ligand RANKL (Receptor Activator of Nuclear Factor-B Ligand) par 

les ostéoblastes du tissu osseux, qui en retour stimule la genèse des ostéoclastes. Les ostéo-

clastes dégradent la matrice osseuse, libérant un ensemble de facteurs (TGF-�, IGF1) qui, par 

une boucle de régulation paracrine, stimulent et entretiennent la croissance de la macrométas-

tase osseuse (Mundy, 2002). 

• ST6GALNAC5 et les métastases cérébrales 

Les métastases cérébrales affectent environ 10 à 15 % de patientes atteintes de cancer du sein 

au stade métastatique (Weil et al., 2005). En raison de la structure particulière de la barrière 

hémato-encéphalique, l’extravasation de cellules tumorales circulantes combinée à la coloni-

sation du tissu cérébral nécessitent l’acquisition de fonctions particulières par les cellules 

mammaires. De manière intéressante, Bos et ses collaborateurs ont montré que le gène 

ST6GALNAC5 favorise spécifiquement le phénomène d’extravasation au niveau des capil-

laires cérébraux. Exprimé uniquement au niveau du cerveau, ST6GALNAC5 code pour une 

sialyltransférase impliquée dans la biosynthèse des gangliosides de la série �. Sa néo-

expression par les cellules mammaires cancéreuses favorise l’adhérence de celles-ci au niveau 

des cellules endothéliales cérébrales et leur passage au travers la barrière hémato-

encéphalique (Bos et al., 2009). Cet exemple apporte un regard nouveau sur la fonction des 

glycosyltransférases dans le processus de cancérisation et notamment dans le développement 

des métastases et la colonisation spécifique des organes.  
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II. LES ANOMALIES DE GLYCOSYLATION DE SURFACE 

DANS LE CANCER DU SEIN

La glycosylation apparaît comme l’une des modifications majeures des protéines et des li-

pides. Cette modification covalente consiste en l’ajout séquentiel d’un ou d’une série de mo-

nosaccharides, par l’action combinée de différentes glycosyltransférases et de glycosidases 

des voies de sécrétion, à l’origine de la grande diversité des chaînes glycanniques portées par 

les glycoprotéines et les glycolipides. Ces structures jouent un rôle important dans de nom-

breux processus biologiques. Ainsi, à la surface des cellules, les glycoconjugués sont directe-

ment impliqués dans les interactions cellule-cellule ou cellule-matrice, l’antigénicité, le déve-

loppement et la différenciation cellulaire, mais aussi dans diverses pathologies (Varki et al., 

2009). 

II. A. Les antigènes glucidiques associés aux tumeurs

II. A. 1. Description 

Au cours du développement tumoral apparaissent des changements de structure et 

d’organisation des glycoconjugués à la surface cellulaire, qui se traduisent par l’apparition 

d’Antigènes Glucidiques Associés aux Tumeurs (AGAT). Ces AGAT résultent le plus sou-

vent d’un changement d’expression de certaines enzymes golgiennes responsables de leur 

biosynthèse: les glycosyltransférases (GTs). 

Ainsi, une activité accrue de la N-acétylglucosaminyltransférase V (GlcNAc-TV codée par le 

gène MGTA5) est associée à la propagation du cancer via une augmentation du branchement 

en �1,6 de résidus de N-acétylglucosamine sur des N-glycannes (Dennis et al., 1987 ; Kim et

Varki, 1997 ; Yao et al., 1998 ; Lau et Dennis, 2008). En effet, l’inoculation de cellules épi-

théliales pulmonaires surexprimant stablement la GlcNAc-TV provoquent l’apparition de tu-

meurs primaires chez des souris Nude, alors qu’aucune tumeur n’apparait pour des inocula-

tions de cellules contrôle (Demetriou et al., 1995). En parallèle, des modèles murins Mgat5−/−

développent un nombre moins important de métastases et présentent une durée de vie plus 

élevée que des souris Mgat5+/+. Cette réduction est corrélée à une inhibition de l’activation de 

la voie de signalisation PI3K/Akt au niveau de la tumeur primaire (Granovsky et al., 2000). 

De telles structures tri- et tétra-antennées sont exprimées au niveau du domaine extracellulaire 
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des récepteurs à l’EGF et au TGF-�, stabilisent ces derniers par des interactions avec la galec-

tine-3 membranaire et condamnant alors leur endocytose. L’expression aberrante de MGAT5

au niveau de carcinomes mammaires favorise la prolifération, l’EMT par une perte 

d’expression de la E-cadhérine et facilite également la motilité cellulaire, le phénomène 

d’extravasation in vivo et le développement de métastases chez des souris immunodéprimées 

(Partridge et al., 2004 ; Lau et al., 2007). Il est intéressant de noter que l’expression du gène 

MGTA5 et de la glycosyltransférase GlcNAc-TV associée sont sous le contrôle d’oncogènes 

tels que H-Ras et Src (Kang et al., 1996 ; Buckhaults et al., 1997). 

Une synthèse incomplète des chaînes glycanniques, avec accumulation de précurseurs des O-

glycannes tels que l’antigène sialyl-Tn (sTn) porté par la mucine MUC1, peut également être 

corrélée à l’agressivité tumorale et à une diminution de la survie globale des patients dans le 

cancer de l’ovaire, du pancréas, du colon ou encore du sein (Tableau 3 ; Nakagoe et al., 

2001 ; Soares et al., 1996 ; Julien et al., 2006).  

Finalement, la néosynthèse d’antigènes aberrants dits oncofœtaux, dont l’expression est nor-

malement restreinte aux tissus embryonnaires, a été décrite lors du processus de transforma-

tion cancéreuse et résulte d’une modification de l’expression des enzymes impliquées dans 

leur synthèse (Dube et Bertozzi, 2005).  

Ces changements de glycosylation de surface ont été décrits pour de très nombreux types de 

tumeurs (Tableau 3) et sont généralement associés à un mauvais pronostic de survie pour des 

patients atteints de cancer. Les AGAT peuvent être mis en évidence à des fins diagnostiques 

ou pronostiques à l’aide d’anticorps monoclonaux et de lectines spécifiques mais également 

par l’analyse de l’expression des glycosyltransférases responsables de leur biosynthèse (Rec-

chi et al., 1998 ; Hebbar et al, 2003).  

Il est intéressant de noter que la majorité des épitopes glucidiques associés aux tumeurs por-

tent un ou plusieurs résidus d’acide sialique (acide N-acétylneuraminique ou Neu5Ac) en po-

sition terminale non réductrice de leurs chaînes glycanniques. A titre d’exemple, les antigènes 

sialyl-Lewisx (sLex), sialyl-Lewisa (sLea) et sialyl-Tn (sTn) sont surexprimés dans différents 

cancers tels que le cancer du pancréas, du côlon, du sein ou encore le cancer du poumon à 

petites cellules (Tableau 3). 
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Tableau 3 : Expression des AGAT dans différents types de cancers (adapté de Zhang et al., 
1997a ; Zhang et al., 1997b ; Dube et Bertozzi, 2005 ; Niederhafner et al., 2008). 

Tissus cancéreux

Epithélial  Neuroectodermal

AGAT Ovaire 

Pan-

créas Sang Sein Colon Prostate Estomac Poumon Mélanome Neuroblastome 

sLex  X  X X   X    

sLea

 X  X X  X X   
sialyl-Tn X X  X X X  X   
TF X   X X X     
Ley

X X  X X X X X   
Globo H X X  X X X  X   
PSA  X X X    X  X 
GD2 X  X     X X X 
GD3        X X X 
Fucosyl GM1        X   
GM2 X X X X X X X X  X X 

sLex ou sialyl-Lewisx : Neu5Ac�2-3Gal�1-4[Fuc�1-3]GlcNAc�1-3Gal�1-R 
sLea ou sialyl-Lewisa : Neu5Ac�2-3Gal�1-3[Fuc�1-4]GlcNAc�1-3Gal�1-R 
sTn ou sialyl-Tn : Neu5Ac�2-6GalNAc�1-O-glycoprotéine 
TF (Thomsen-Friedenreich antigen) ou T: Gal�1-3GalNAc�1-O-glycoprotéine 
Ley ou Lewisy : Fuc�1-2Gal�1-4[Fuc�1-3]GlcNAc�1-R 
Globo H : Fuc�1-2Gal�1-3GalNAc�1-3Gal�1-4Gal�1-4Glc�1-R 
PSA : (Neu5Ac�2-8)nNeu5Ac�2-3/6-R 
GD3 : Neu5Ac�2-8Neu5Ac�2-3Gal�-4Glc�1-1Cer 
GD2 : GalNAc�1-4[Neu5Ac�2-8Neu5Ac�2-3]Gal�-4Glc�1-1Cer 
GM2 : GalNAc�1-4[Neu5Ac�2-3]Gal�-4Glc�1-1Cer 
Fucosyl-GM1: Fuc�1-2Gal�1-3GalNAc�1-4[Neu5Ac�2-3]Gal�-4Glc�1-1Cer 

II. A. 2. Antigènes sialylés et cancer 

II. A. 2. a) Biosynthèse

La biosynthèse des motifs sialylés résulte de l’activité d’une famille particulière de glycosyl-

transférases impliquée dans la glycosylation terminale : les sialyltransférases. Ces enzymes 

golgiennes catalysent la réaction de transfert d’un résidu d’acide sialique à partir de sa forme 

activée, l'acide cytidyl-monophospho-N-acétylneuramique (CMP-Neu5Ac), sur l’extrémité 

terminale non réductrice d’une chaîne glycannique, portée soit par un glycolipide, soit par une 

N- ou O-glycosylprotéine. A ce jour, 20 gènes de sialyltransférases ont été identifiés et clonés 

chez l’Homme. Toutes ces enzymes utilisent le CMP-Neu5Ac comme substrat donneur mais 

diffèrent par leur spécificité de substrat accepteur (Harduin-Lepers et al., 2005). 
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Les structures sialylées sont retrouvées : 

- au niveau des glycannes des N-glycosylprotéines de type N-acétyllactosaminique ou de type 

hybride ; dans ce cas, les résidus d'acide sialique se trouvent en position terminale non réduc-

trice des "antennes" qui substituent le noyau pentasaccharidique. 

- au niveau des glycannes des O-glycosylprotéines. La sialylation peut intervenir au tout début 

de la biosynthèse des chaînes oligosaccharidiques conduisant à la synthèse de structures 

"courtes" sialylées telles que l'antigène sialyl-Tn (Neu5Ac�2-6GalNAc�1-O-Ser/Thr) ou les 

antigènes sialyl-T (Neu5Ac�2-3Gal�1-3GalNAc�1-O-Ser/Thr ou Gal�1-3[Neu5Ac�2-

6]GalNAc�1-O-Ser/Thr) et disialyl-T (Neu5Ac�2-3Gal�1-3[Neu5Ac�2-6]GalNAc�1-O-

Ser/Thr). 

- au niveau d’une famille particulière de glycosphingolipides : les gangliosides. 

II. A. 2. b) Exemples d’AGAT dans les cancers

Les AGAT sialylés sont étudiés et décrits depuis de nombreuses années. Bien que chaque 

AGAT semble agir de façon particulière sur les cellules cancéreuses, plusieurs auteurs ont 

montré qu’une augmentation globale du taux de sialylation à la surface cellulaire favorise les 

capacités invasives et la dissémination de ces cellules (Tokuyama et al., 1997 ; Sawada et al., 

2002).  

A titre d’exemple, le sLea (également marqueur sérique CA 19-9) et le sLex sont des épitopes 

reconnus par certaines molécules d’adhérence ou d’inflammation telles que la molécule in-

ductible E-sélectine. Ils jouent alors un rôle significatif dans l’adhérence des cellules tumo-

rales circulantes aux cellules endothéliales des vaisseaux sanguins et participent aux phéno-

mènes d’extravasion lors du processus métastatique par voie sanguine (Takada et al., 1993 ; 

Kannagi et al., 2004). Inhiber les interactions sélectine-glycanne par l’utilisation d’anticorps 

spécifiques ou de séquences de siRNA ciblant le récepteur CD44v4 constitue actuellement 

des perspectives de recherche thérapeutique (Kannagi et al., 2004 ; Zen et al., 2008 ; Ragupa-

thi et al., 2009).  

Les PSA (PolySialic Acid) représentent un autre exemple d’AGAT sialylés. Il s’agit de poly-

mères linéaires d’acides sialiques liés en �2-8, le nombre de résidus d'acides sialiques pouvant 

varier pendant le développement embryonnaire et chez l’homme adulte. Les chaînes de PSA 

fortement sialylées présentes sur la molécule d’adhérence N-CAM (Neural Cell Adhesion 

Molecule) sont exprimées dans plusieurs tissus fœtaux humains et sont généralement ré-

exprimées dans les néoplasmes correspondants. Ainsi, leur présence a été détectée dans les 
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tumeurs malignes d'origine neuro-ectodermique telles que le méduloblastome, le neuroblas-

tome et le glioblastome et leur expression est associée à l’invasion tumorale (Suzuki et al., 

2005 ; Amoureux et al., 2010). Les formes polysialylées de la protéine N-CAM interagissent 

avec la E-cadhérine à la surface cellulaire, inhibant ainsi les interactions cellule-cellule et fa-

vorisant significativement la dissémination de cellules tumorales pancréatiques ou pulmo-

naires chez des souris immunodéprimées (Daniel et al., 2001; Schreiber et al., 2008). 

Bien que le phénomène d’hypersialylation soit connu depuis près d’une trentaine d’années, les 

bases moléculaires de ces modifications structurales sont encore très mal définies. L'appari-

tion des motifs sialylés dans les cancers semble être le reflet des variations d’expression et 

d'activité des sialyltransférases. La régulation de la transcription est l’un des événements ma-

jeurs permettant le contrôle de l’expression de ces enzymes. Cette régulation peut être modu-

lée par des oncogènes. Par exemple, la transfection de fibroblastes de rat par l'oncogène H-

Ras induit une augmentation de la sialylation en �2,6 qui résulte d'une augmentation du taux 

de transcription de la �-galactoside �2,6-sialyltransférase ST6Gal I. En parallèle, cette aug-

mentation de sialylation est associée à un potentiel invasif accru des cellules transfectées (Le 

Marer et al., 1992; Le Marer et Stéhelin, 1995). Récemment, les variations de glycosylation 

observées dans les cancers gastro-intestinaux ont été associées à des modifications épigéné-

tiques telles que l’inhibition des gènes de glycosyltransférases B4GALNT2 et ST3GAL6 par 

hyperméthylation de l’ADN (Wang et al., 2008; Kawamura et al., 2008).  

II. A. 2. c) Immunothérapie

De par leur implication dans la tumorigenèse et leur expression restreinte dans les tissus sains, 

les AGAT sialylés représentent une cible de premier intérêt dans la thérapie anti-cancéreuse. 

Plusieurs stratégies vaccinales sont actuellement en cours de développement et se situent à 

différentes phases d’essais cliniques (Dube et Bertozzi, 2005 ; Niederhafner et al., 2008 ; Ra-

gupathi et al., 2009). Ainsi, le ThératopeTM, vaccin dont l’immunogène est une molécule 

combinée comprenant une protéine porteuse KLH (Keyhole Limet Hemocyanin) sur laquelle 

sont greffées 3.000 molécules sTn, présente un potentiel thérapeutique intéressant pour le 

traitement de malades atteints de cancer du sein. De nombreux tests préliminaires ont montré 

que l’injection de cette molécule peut induire des réponses immunitaires et cellulaires dirigées 

contre le sTn (essais de phase 0, I et II) (Miles et Papazisis, 2003 ; Julien et al., 2009). Cepen-

dant, les essais cliniques de phase III sur des patientes présentant un cancer du sein au stade 
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métastatique ont montré des effets limités aussi bien d’un point de vue de la progression tu-

morale que de la survie, probablement en raison du faible pourcentage de tumeurs sTn+ dans 

la cohorte étudiée (25 à 30 %). Toutefois, un traitement avec le ThératopeTM en conjonction 

avec de l’hormonothérapie semble augmenter la survie des patientes (Holmberg et Sandmaier, 

2004). De nouvelles stratégies à l’étude visent à réaliser des vaccins multi-antigéniques tour-

nés contre plusieurs déterminants glycanniques (Dube et Bertozzi, 2005 ; Niederhafner et al., 

2008).  

II. B. Les antigènes glucidiques associés au cancer du 
    sein

Comme nous l’avons indiqué précédemment, l’expression des AGAT est altérée dans le can-

cer du sein. Au cours de la préparation de cette thèse, nous avons décidé de regrouper 

l’ensemble des connaissances acquises ces dernières années sur les anomalies de glycosyla-

tion dans le cancer du sein. Nous avons dressé un bilan des recherches fondamentales et cli-

niques démontrant les modifications de cette glycosylation de surface et les conséquences sur 

le développement et l’agressivité de la maladie. Cette revue, intitulée « Tumour-associated 

carbohydrate antigens in breast cancer », parue dans le journal Breast Cancer Research, est 

insérée dans ce chapitre en tant que paragraphe (II.B). 



Introduction
Glycosylation is one of the most important modifi cations 

of proteins and lipids. � e structure of glycans is highly 

diversifi ed and their biosynthesis requires specifi c 

enzymatic machinery involving a high number of glyco-

syl transferases. Glycoconjugates of the cell surface are 

thought to play important roles in a variety of biological 

functions, such as cell–cell and cell–substrate inter-

actions, bacterial adhesion, membrane organization, cell 

immunogenicity and protein targeting. For example, 

sialyl-Lewisx (sLex) antigens are the ligands for selectins 

and are involved in the recruitment of leukocytes to 

lymphoid tissues and infl ammation sites [1].

Glycan structures depend on the cell type, develop-

mental stage and cell diff erentiation, and are modifi ed in 

many pathologic states including cancers. � e modifi -

cation of cellular glycosylation is indeed a common 

phenotypic change of cancer cells that mainly aff ects the 

outer part of glycans, leading to the expression of 

tumour-associated carbohydrate antigens (TACAs). 

Increased β1,6-branching, increased sLex or sialyl-Lewisa 

(sLea) antigens, or the general increase in sialylation are 

commonly observed in N-linked and O-linked glycans of 

carcinoma cells and are associated with grade, invasion, 

metastasis and poor prognosis. � ese changes in glyco-

sylation often refl ect a deregulation of glycosyl transferase 

expression at the transcriptional level, and several 

examples have shown that glycosyltransferase genes, 

includ ing ST6GAL1 [2] and MGAT5 [3], are regulated by 

oncogenes.

sLex, s-Lea and sialyl-� omsen-nouvelle (sTn) are 

tumour-associated antigens found in breast cancer [4-6]. 

When these antigens are detected at the surface of breast 

carcinoma cells, they are usually associated with a poor 

prognosis and a reduced overall survival of the patients 

[7]. � ese glyco sylation changes mostly result from the 

modifi cation of the expression of glycosyltransferase 

(GT) genes, and the level of expression of sialyltrans-

ferases has been proposed as a prognostic marker for the 

follow-up of breast cancer patients [8,9].

Several cellular models have been developed in order to 

explain the mechanisms by which carbohydrate antigens 

can reinforce breast cancer progression and aggressive-

ness, showing the implication of TACAs in cell adhesion, 

migration, proliferation and tumour growth [10,11]. 

TACAs such as sTn are also targets for breast cancer 

immunotherapy. Finally, recent data seem to indicate an 

important role of complex gangliosides in breast cancer 

progression and metastasis [12,13]. � e present review 

summarizes our current knowledge of glycosylation 

changes that occur in breast cancer and the consequences 

of these changes on disease development and 

aggressive ness.

Defects in mucin-type O-glycosylation
One of the hallmarks of breast adenocarcinomas is the 

over expression and aberrant localization of membrane-

bound mucins, such as MUC1 and MUC4 [14]. Mucins 

are characterized by a large number of tandem repeated 

domains, rich in serine and threonine, which are 

therefore densely O-glycosylated.
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O-glycans expressed by normal breast epithelial cells are 

composed of Core2 structures extended with a linear 

polylactosaminic chain, which can be fucosylated or 

sialylated [15] (Figure 1). Accordingly, a recent study 

reported a prevalence of Lex expression at the apex of 

normal breast epithelia, where MUC1 is also detected [16].

In contrast, breast cancer cell lines express truncated 

O-glycans with shorter polylactosaminic chains and a 

tendency to switch from Core2 O-glycans to sialylated or 

unsialylated Core1 structures (Figure 1) [17]. It has long 

been known that breast cancer tissues contain more sialic 

acid and more sialyltransferase activity [18] than corres-

ponding normal tissues. Breast cancer cells may thus 

express shorter O-glycans due to premature sialylation of 

the polylactosaminic chain blocking further extension, or 

due to truncation of the O-glycans at the core level – 

owing to the sialylation of the Core1 structure or of the 

initial GalNAc, leading to the expression of sialyl-

! omsen–Friedenreich (sialyl-T) antigen structures and 

sTn antigen, respectively (Figure 1).

Alternatively, a defect in GTs that are involved in the 

biosynthesis of the O-glycan cores can also lead to the 

incomplete synthesis of the glycans, allowing the expres-

sion of O-linked carbohydrate antigens known as 

! omsen–Friedenreich (T or TF) antigen (unsialylated 

Core1) and ! omsen-nouvelle (Tn) antigen (initial un-

substituted GalNAc) (Figure 1).

Thomsen–Friedenreich antigen

T antigen is the cryptic precursor of Core2 O-glycans, 

which can be unmasked if the cancer cells lose their 

ability to synthesize Core2 (Figure 1). T antigen consists 

of unsialylated Core1 structures (Galβ1-3GalNAcαSer/

! r) initially described on glycophorins of red blood 

cells. ! e galactose residue is crucial for the antigenicity 

since re-sialylation or β--galactosidase treatment abro-

gates T-antigen detection [19].

Georg Springer was the pioneer of the study of T antigen 

in breast cancer. Using natural anti-T antisera, he fi rst 

showed that all breast cancers, but not benign lesions or 

normal mammary gland, expressed the T  antigen [20]. 

Later studies using monoclonal antibodies demonstrated 

the presence of T antigen at a low level in normal 

epithelium or metaplastic lesions of the breast [21].

Lectins such as Arachis hypogea agglutinin/peanut 

lectin (PNA), Amaranthus caudatus lectin or Artocarpus 

integrifolia/jacalin have been extensively used to detect 

T antigen. None of these lectins, however, is exclusively 

specifi c for the Galβ1-3GalNAc structure. Both A. 

caudatus agglutinin and A. integrifolia agglutinin/jacalin 

are specifi c for GalNAc when there is no substitution on 

C6 of the saccharide (Figure 2). In contrast, substitution 

on C3 does not impair their binding. Conse quently both 

A. caudatus agglutinin and A. integrifolia agglutinin/

jacalin can bind to Tn antigen (GalNAcα-Ser/! r), T 

antigen (Galβ1-3GalNAcα-Ser/! r) and sialyl-T antigen 

(Neu5Acα2-3Galβ1-3GalNacα-Ser/! r) [22,23].

PNA is specifi c for unsubstituted Gal residues [24]. 

Because of its high reactivity with asialo-glycophorin, 

PNA has been tagged as the anti-T lectin [24]. PNA was 

able to react weakly with healthy tissue while anti-T anti-

sera were not, however, suggesting that PNA specifi city 

was slightly wider than the sole T carbohydrate. Indeed, 

PNA can bind, albeit with lower affi  nity, to terminal 

galac tose in a variety of glycans including glycolipids 

such as asialo-G
M1

 [23] or N-acetyl-lactosamine (LacNAc) 

[25]. Studies of T-antigen expression using PNA should 

therefore be treated cautiously, especially in the absence 

of complementary analysis of the O-glycosylation of the 

considered cells or tissues.

In parallel to lectins, mAbs have long been used to 

investigate T-antigen expression in epithelial cancers 

[26]. As for lectins, most mAbs are not strictly specifi c 

for the sole Galβ1-3GalNAc-Ser/! r structure – some of 

them, such as A78-G/A7, cross-reacting with asialo-G
M1

. 

Other mAbs defi ne site-specifi c T antigens, such as 

BW835 with the VTSA motif in MUC1 tandem repeat. 

! e HH8 mAb, as PNA, tolerates further substitution on 

the C6 of the GalNAc leading to Core2 structures [26] 

(Figure 2).

! ese subtle diff erences of specifi city concur with the 

variability of the detection of T antigen in tumour tissues 

[26,27], and these discrepancies have fuelled debates 

regarding the prognosis value of T-antigen expression in 

breast cancers. PNA staining does not have any prog-

nostic signifi cance [26], while a more recent study using 

the mAb A78-G/A7 showed a correlation of T-antigen 

expression with a better prognosis [28], opposite to what 

is reported for gastrointestinal, lung or cervix cancers.

A recent study has shown that 98% of the disseminated 

tumour cells in the bone marrow were positively stained 

by a new anti-T antibody [29], suggesting a role for 

T antigen in the metastasis process. ! is putative role has 

been investigated during the past decade, on the assump-

tion that Galβ1-3GalNAc-R disaccharide could be a good 

ligand for Galectin-3 [30], which has been shown to 

promote breast cancer metastasis by mediating adhesion 

to endothelial cells. Although Galectin-3 seems to be 

involved in breast cancer metastasis through its inter-

action with some cancer-associated O-glycans [31], 

however, the nature of its ligand remains to be clearly 

elucidated via a comprehensive characterization of the 

glycosylation pattern required for this interaction.

To summarize, there is strong evidence showing that 

T  antigen is frequently overexpressed in breast cancer, 

suggesting that the changes in O-glycosylation provide 

some advantage to the tumour development. Relation to 

prognosis or metastatic behaviour, however, suff ers from 
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contradictory studies – partially due to the use of 

diff erent probes – and remains to be unambiguously 

demonstrated.

Thomsen-nouvelle antigen

Tn antigen is the cryptic precursor of the T antigen 

(Core1) that can be unmasked if a cell loses its ability to 

synthesize the Core1 structure (see Figure 1).

Tn (GalNAcα-R) expression on blood cells is respon-

sible for Tn syndrome, which is a rare autoimmune 

haematological disorder [32]. Tn syndrome occurs due to 

mutations in the COSMC gene coding the C1β3GalT-

specifi c molecular chaperone, leading to a drastic decrease 

of C1β3GalT (T-synthase) activity [33]. Mutations and 

loss of heterozygosity of COSMC were described in colon 

cancer and melanoma cancer Tn-positive cells, as well as 

in tissues from two Tn-positive cervical cancers [34]. 

Extensive studies of COSMC in epithelial cancers, 

however, showed that these events were rare and could 

only partially explain Tn expression in cancers [35].

A range of GalNAc-specifi c lectins, including Helix 

pomiata lectin (HPA) and plant lectins from Dolichos 

bifl orus, Griff onia simplicifolia, Wistaria fl oribundia, 

Glycine max soybean, Vicia villosa isolectin B4 (VVA) 

and Salvia sclarea agglutinin, can be used to detect Tn 

antigen [32,36]. ! ese lectins bind to terminal GalNAc 

and therefore react with Tn antigen, but also with 

Forssman antigen (GalNAcα1-3GalNAcβ-R) and to some 

extent with blood group A (GalNAcα1-3[Fucα1-2]Galβ-R) 

or glycolipids [36]. HPA, which has been extensively used 

to study Tn expression in breast cancer [37], has been 

shown by some authors to bind T antigen [36]. ! ere is 

also a range of mAbs available to detect Tn antigen [32]. 

Some of them, however, can slightly cross-react with sTn.

Tn antigen was found to be expressed in almost 90% of 

breast cancers while it is barely detected in normal tissue 

Figure 1. Pathways of biosynthesis of O-glycans in normal and cancer breast epithelial cells. All of these transfer reactions are catalysed 

in the Golgi apparatus. Enzymes involved in the pathways are indicated in italic font next to the arrows. Various mechanisms are illustrated by 

which O-glycans expressed in normal cells (bottom left) can be turned down to shorter and sialylated species. First, the enzymes involved in 

extended O-glycans can be downregulated or mutated (downward white arrows) in cancer cells, leading to a decrease or an absence of extended 

structures and revealing previously masked precursors such as T and Tn antigens. Alternatively or concomitantly, overexpression of diverse 

sialyltransferases (upward white arrows) can compete with the enzymes of normal extension and generate truncated sialylated structures (right 

column). This competition can occur at di" erent levels of the extension pathway and produce the sialylated structures of each precursor (that is, 

sialyl-Thomsen-nouvelle (sTn) antigen, sialyl-Thomsen-Friedenreich (sialyl-T or sialyl-TF) antigen (or sialylated Core1) and sialylated Core2 O-glycans). 

Gal, Galactose, GalNAc, N-acetylgalactosamine; GlcNAc, N-acetylglucosamine; Neu5Ac, N-acetylneuraminic acid; Fuc, fucose. Linkages (anomery 

and carbons involved) are only indicated the # rst time they appear along the pathway. N, various numbers (2 to 10) of repeats of lactosamine units 

(Gal β1-3/4GlcNAc).
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[38]. Association with high grade has been reported for 

invasive ductal carcinomas (IDC) using a pool of anti-Tn 

antibodies [39] and for ductal carcinoma in situ using 

VVA and G. simplicifolia agglutinin [40]. Using VVA, G. 

simplicifolia agglutinin and 83D4 mAb, other authors 

reported a tendency to lose Tn expression in grade III 

tumours [41]. Using either anti-Tn mAb or VVA, Tn was 

found associated with the Pathological Tumor-Node-

Metastasis (pTNM) tumour stage in IDC [39,42]. Tn 

expression was also associated with decreased overall 

survival using antibodies [35] or HPA [43] and with 

increased risks of recurrence using VVA [42] or HPA [44].

Strikingly, Tn expression was always observed in lymph 

node metastatic cells using either mAb or lectins [39,41] 

with 100% of Tn-positive metastatic cells, while primary 

tumours could exhibit various percentages of cell 

positivity [39,41,42]. Tn expression in primary tumours 

seems consistently associated with lymph node involve-

ment using mAbs [41,42], HPA [43] or VVA [42], and 

even with invasion of lymphatic vessels within the 

primary tumour [42]. ! is observation strongly suggests 

that Tn antigen may play a role in the mechanism 

involved in lymph node metastasis. Indeed, Danussi and 

colleagues have recently shown that a newly generated 

anti-Tn antibody could block Tn-positive MCF-7 breast 

cancer cell line interaction with lymphatic endothelium 

of the mammary pad in an animal model [45]. A putative 

receptor(s) for Tn antigen in lymphatic cells, however, 

remains to be identifi ed.

One known receptor for Tn antigen is the macrophage 

galactose-type lectin (MGL), which, in human, is specifi c 

for GalNAc [46]. MGL is expressed in immature dendritic 

cells and macrophages, and is proposed as an immuno-

modulatory receptor [46]. MGL has been shown to bind 

Tn antigen carried by MUC1 in colon carcinoma cells 

[47], and human immature dendritic cells can uptake 

MUC1-Tn peptide in a MGL-mediated way [48]. ! e 

MGL–Tn interaction, however, has not yet been 

investigated regarding its possible functional involvement 

in breast cancer development.

Figure 2. Short O-glycans observed in breast epithelial cells during carcinogenesis. Structures of short O-glycans observed in breast epithelial 

cells during carcinogenesis and their binding to Arachis hypogea agglutinin/peanut lectin (PNA) lectin or HH8 mAb, and to Amaranthus caudatus 

agglutinin (ACA) or Artocarpus integrifolia agglutinin/jacalin (AIA). T or TF, Thomsen–Friedenreich; Tn, Thomsen-nouvelle.
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Sialyl-Thomsen-nouvelle antigen

Tn antigen can be sialylated at the C6 position of GalNAc, 

resulting in the disaccharide Neu5Acα2-6GalNAc-R (sTn). 

STn is absent in normal healthy tissues but can be 

detected at various frequencies in almost all kinds of 

carcinomas [49].

ST6GalNAc I is the enzyme catalysing the transfer of 

sialic acid onto GalNAc in vivo [50]. It has been proposed 

that COSMC mutation was necessary to provide the Tn 

acceptor substrate for ST6GalNAc I to synthesize sTn 

antigen [34]. Transfection of ST6GalNAc I cDNA, how ever, 

has been shown to be suffi  cient to induce sTn expression in 

various breast cancer cell lines expressing Core1 and Core2 

glycans [11,50,51], proving that ST6GalNAc I can compete 

with active Core1 β1,3-galacto syl transferase.

Several mAbs have been raised against sTn antigen 

using various immunogens, leading to subtle diff erences 

in the way they recognize sTn [49]. ! e most commonly 

used mAbs in breast cancer investigations are B72.3, 

TKH2 and HB-STn1. B72.3 appeared to be specifi c for 

clustered sTn but also cross-reacts with Tn clusters 

[52,53]. In contrast, TKH2 reacts more strongly to mono-

meric sTn conjugated to keyhole limpet hemocyanin 

(STn-KLH) than B72.3 [54].

! e reported occurrence of sTn expression in breast 

cancer is highly variable. It is commonly accepted that at 

least 25 to 30% of breast cancers are sTn-positive [51]. 

! e reported ranges are 20 to 80% using B72.3 and 30 to 

60% using HB-STn1 [49], and correlation with known 

prognosis markers varies from one study to another. 

Corre lation with a decreased overall survival seems to be 

the more consistent correlation through the literature. 

Kinney and colleagues proposed that sTn was an 

indepen dent predictor of poor prognosis of breast 

cancers [55]. Miles and colleagues, however, reported a 

signifi cant correlation of sTn expression with the decreased 

survival in the restricted node-positive patient group [7], 

whereas Leivonen and colleagues limited the association 

to the short-term prognosis [56].

Induction of sTn expression by transfection of the breast 

cancer cell line with ST6GalNAc I cDNA decreased the 

adhesion of cells to matrix proteins, and increased mobility 

and tumour growth in a xenograft model [10,11,50]. ! ese 

observations are in accordance with a more aggressive 

phenotype of cancer cell that is usually associated with sTn 

expression but remain to be eluci dated at the molecular 

level. Of the various sTn-positive proteins present in these 

transfected cell lines, only four have been identifi ed: 

MUC1 and CD44 in human [10], and integrin β
1
 [57] and 

osteopontin [58] in mouse. All of these molecules have 

described functions in adhesion and/or migration, and it 

has been suggested that the modifi cation of their O-

glycosylation may infl uence this function and the mobility 

of the cancer cells.

Lewis antigens in breast cancer
Structure and biosynthesis of Lewis antigens

! e histoblood group Lewis antigens are found in most 

human epithelial tissues, where they are expressed at the 

terminal part of glycolipid and glycoprotein glycan chains 

[59]. ! ese antigens derive from the substitution of type 

1 (Galβ1-3GlcNAc) or type 2 (Galβ1-4GlcNAc) 

disaccharide sequences by fucose and sialic acid residues 

(Figure 3). Lea, Leb and sLea derive from type 1 sequences, 

and Lex, Ley and sLex derive from type 2. In healthy 

individuals, type 1 (Lea and Leb) antigens are widely 

expressed, while type 2 (Lex and Ley) antigens are only 

expressed at relatively low levels. ! e biosynthesis of 

these antigens requires specifi c fucosyl transferases and 

sialyltransferases (Table 1).

! e GlcNAc α1,4-fucosylation of type 1 disaccharide 

generates Lea antigen, whereas the α1,3-fucosylation of 

type 2 gives Lex (Figure 3).! e fucosyltransferases FucT 

III, FucT IV, FucT VI and FucT IX catalyse the transfer of 

a fucose residue onto GlcNAc of type 1 or type 2 

disaccharides, thus synthesizing α1,3-fucosylated and, in 

the case of FucT III, α1,4-fucosylated glycans [60-62]. 

FucT III is the only enzyme responsible for the synthesis 

of Lea and sLea in vivo and is called the Lewis enzyme. 

! e fucosyltransferases FucT I and FucT II are respon-

sible for the Gal α1,2-fucosylation of Lea or Lex, 

generating Leb or Ley antigens, respectively (Figure 3). 

FucT I (H enzyme) preferentially fucosylates type 1, 

whereas FucT II (Se enzyme) determines the expression 

of H-type 2 (Fucα1-2Galβ1-4GlcNAc) and Ley antigens.

! e biosynthesis of sialylated Lewis antigens (sLea and 

sLex) requires fi rst the α2,3-sialylation of Gal prior to 

α1,3/4-fucosylation. ST3Gal III [63], preferentially acting 

on type 1 rather than on type 2 disaccharides, is involved 

in sLea synthesis. ST3Gal IV and ST3Gal VI mainly act 

on type 2 disaccharide, leading to the biosynthesis of sLex 

[64], but both also share acceptor specifi city with ST3Gal 

III. For the subsequent fucosylation, FucT III is the main 

enzyme involved in the biosynthesis of sLea [65], whereas 

FucT VII [62,66] shows a restricted substrate specifi city 

since it can form only sLex [67].

Overexpression of Lewis antigens in breast cancer

! e expression of sialyl-Lewis antigens is usually altered 

in breast cancer. Normal breast commonly expresses Lex, 

mainly in the apical part of cell ducts, together with 

MUC1. sLex and sLey epitopes may also be sometimes 

detected in normal breast, but with a low intensity [16]. 

On the contrary, sLea and sLex expression is found to be 

increased in breast cancer tissues, including primary 

breast carcinoma lesions [68]. Furthermore, levels of 

expression of sLex are higher in patients who had distant 

metastasis compared with patients presenting nonmeta-

static cancers [69]. ! e expression of sialyl-Lewis 
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anti gens is weak in carcinoma in situ, is moderate in 

invasive carcinomas without metastases and is high in 

primary carcinoma with lymph node metastases, show-

ing a good correlation with the metastatic risk in breast 

cancer patients [70]. Immuno histochemistry of breast 

cancer tissue suggests that sLex expression is an indepen-

dent prognostic indicator of survival regardless of the size 

of the primary tumour and lymph node involvement [71].

RNA analysis of tumours indicated that FucT VI 

expression correlates with the levels of sLex. Furthermore, 

transfection of the FUT6 gene into MCF-7 breast cancer 

cells showed that FucT VI is responsible for an 

enhancement of sLex expression [72]. ! e downregulation 

of ST3Gal IV increased MCF-7 cell adhesion and 

decreased MDA-MB-231 cell migration, suggesting that 

α2,3-sialylation played a crucial role in the adhesion and 

tumour metastases [73]. In parallel, the level of ST3Gal III 

expression is associated with axillary lymph node involve-

ment and a reduced overall survival of patients [8,9].

A general reduced expression of type 1 carbohydrate 

antigens and increased expression of type 2 antigens in 

breast cancer tissues has also been reported [4,6], and the 

relative expression of type 2 carbohydrate antigens seems 

capable of serving as a prognostic factor. As much as 80%  

Figure 3. Biosynthesis of Lewis antigens. Lewis antigens derive from the substitution of type 1 (Galβ1-3GlcNAc) or type 2 (Galβ1-4GlcNAc) 

disaccharide sequences by fucose and sialic acid residues. Name of the antigen is indicated next to the glycan structure. Names of the main 

enzymes involved in the biosynthetic pathways are indicated in italics. Arrows, antigens and enzymes altered in breast cancers.

Type 1

Galβ1-3GlcNAcβ
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Galβ1-4GlcNAcβ
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Table 1. Fucosyltransferases and sialyltransferases potentially involved in biosynthesis of histoblood group Lewis 

antigens in breast tissues

Gene name Common name Accession number Main acceptor substrate

α1,2-Fucosyltransferases  

 FUT1 FucT I NM_000148 Galβ1-3[Fucα1-4]0-1GlcNAc

 FUT2 FucT II NM_000511 Galβ1-4[Fucα1-3]0-1GlcNAc

α1,3/4-Fucosyltransferases  

 FUT3 FucT III NM_000149 Galβ1-3/4GlcNAc

 FUT6 FucT VI NM_000150 Galβ1-4GlcNAc

 FUT7 FucT VII NM_004479 NeuAcα2-3Galβ1-4GlcNAc

 FUT9 FucT IX NM_006581 Galβ1-4GlcNAc

α2,3-Sialyltransferases  

 ST3GAL3 ST3Gal III NM_174972 Galβ1-3GlcNAc

 ST3GAL4 ST3Gal IV NM_006278 Galβ1-4GlcNAc

 ST3GAL6 ST3Gal VI NM_006100 Galβ1-4GlcNAc

The acceptor monosaccharide is indicated in bold.
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of breast tumours have lost the expression of Leb antigen, 

which correlates with the degree of malignancy and 

invasiveness [74].

! e expression level of sLex is also increased in the 

serum of patients with advanced breast cancer [69,75] and 

is therefore a good candidate as a diagnosis marker. In 

combination with serum CA15-3, the most commonly 

used breast cancer marker, the measurement of serum sLex 

improves monitoring – for 78.5% of detected meta static 

breast cancer, compared with 61.5% when CA15-3 is used 

alone [76].

! e Ley antigen is also overexpressed in 60 to 90% of 

cancer of epithelial origin, including breast cancer [77]. A 

clinical study showed that high expression of Ley corre-

lated with high grade and poor prognosis, and signifi -

cantly decreased patient survival in lymph node-negative 

breast carcinoma [78]. Showing restricted expression on 

epithelial surfaces in normal tissues, Ley also constitutes a 

good candidate for cancer immunotherapy [79].

Implication of sialyl-Lewis antigens in metastasis

! e expression of sLex on leukocytes contributes to their 

function in the infl ammatory response via interaction 

with E-selectin expressed on endothelial cells. By expos-

ing sLex at the cell surface, malignant cells can use a 

similar strategy for the extravasation from the blood 

circulation and metastasis, targeting tissues where E-

selectin is highly expressed.

Both P-selectin and E-selectin expression is signifi -

cantly enhanced on endothelial cells of breast cancer 

patients [68], consistent with the proposal that sLex 

binding to selectins aids cancer cell metastasis. A high 

tumour-associated ST3Gal III expression and a high E-

selectin serum concentration were associated with a bad 

prognosis for relapse-free survival and overall survival in 

patients with node-negative breast cancer [8]. In both 

canine mammary carcinoma and the human infl am-

matory breast cancer model, the cellular expression of E-

cadherin and sLex are inversely corre lated, suggesting a 

biologically coordinated mechanism of E-cadherin and 

sLex expression essential for tumour establishment and 

metastatic progression [80].

Gangliosides in breast cancer
Structure and biosynthesis of gangliosides

Gangliosides are expressed at the plasma membrane of 

cells, especially in developing tissues and the adult central 

nervous system. Gangliosides structurally and biosyn-

thetically derive from lactosylceramide (LacCer), and 

additional sugar residues – including sialic acid, N-acetyl-

galactosamine and galactose – are transferred in a step-

wise manner by a series of specifi c GTs [81] (Figure 4). 

G
M3

, G
D3

 and G
T3

 are the starting points for the bio-

synthesis of a-series, b-series and c-series ganglio sides, 

respectively (Figure 4). ! e relative amounts of these 

glycosphingolipids deter mine the amount of complex 

gangliosides of each series. ! e amount of complex gan-

glio sides is therefore depen dent on the level of expression 

and activity of several GTs, including G
M3

 synthase 

(ST3Gal V), G
D3

 synthase (ST8Sia I), G
T3 

synthase (ST8Sia 

V) and G
M2/D2

 synthase (β1,4-GalNAc T1) (Table 2).

Overexpression or neo-expression of gangliosides in 

breast cancer

! e neo-expression of gangliosides has been usually 

demonstrated in a variety of cancers – especially in 

neuro ectoderm-derivated tumours, in which they play a 

key role in invasion and metastasis. Breast tumour tissues 

were shown to be distinct from normal mammary tissues 

in terms of ganglioside composition. ! e gangliosides 

G
M3

, G
D3

 and the derivatives 9-O-acetyl-G
D3

 (CDw60 

antigen) and 9-O-acetyl-G
T3

, which show a very restricted 

expression in normal breast tissues,
 
are overexpressed in 

about 50% of IDC [82].

! e N-glycolyl-G
M3

 is also detected in IDC, with 100% 

effi  ciency in primary tumours for women diagnosed with 

stage II breast cancer [82,83]. Neu5Gc is normally absent 

in human due to the irreversible inactivation of the 

CMAH gene encoding the CMP-Neu5Ac hydroxylase. 

! e lack of the enzyme responsible for the conversion of 

CMP-Neu5Ac in CMP-Neu5Gc results in the total 

absence of Neu5Gc in healthy human tissues. On the 

contrary, Neu5Gc was shown to be expressed on glyco-

proteins and gangliosides in melanoma, colon, retino-

blastoma and breast cancers.

! e expression of GTs implicated in ganglioside 

biosynthesis can be also altered in breast cancer tumours. 

Two clinical studies have shown that the G
D3

 synthase 

(ST8Sia I) displayed higher expression among oestrogen 

receptor-negative breast cancer tumours [84]. ST8SIA1 

overexpression was associated with poor pathohisto lo-

gical grading in oestrogen receptor-negative tumours and 

lower survival of patients [85]. In contrast, a better 

prognosis for oestrogen receptor-positive samples with 

high expression of ST8SIA1 was noticed [85].

It has been shown that silencing of G
M3

 synthase in 

mammary murine 4T1 cells signifi cantly inhibited cell 

migration, invasion and anchorage-independent growth 

in vitro, as well as lung metastasis in vivo. In parallel, 

overexpression of G
M3

 synthase in nonmetastatic 67NR 

cells signifi cantly restores the malignant phenotype [86]. 

We have recently demonstrated that overexpression of 

G
D3

 synthase in MDA-MB-231 cells is associated with 

increased proliferation, especially in the absence of 

serum or exogenous growth factors [13]. G
D3

 synthase-

overexpressing cells bypass the need of serum for cell 

growth by the activation of Erk/MAPK, PI3K/Akt and 

SAPK/JNK pathways (unpublished results). ! ese data 
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suggest that G
M3

 or G
D3

 synthase overexpression may 

contribute to increasing the malignant properties of 

breast cancer cells by mediating cell proliferation and 

migration. Recently, the role of ST6GalNAc V, a sialyl-

transferase involved in the biosynthesis of α-series 

gangliosides, in breast cancer metastasis to the brain has 

been clearly demonstrated. Normally restricted to the 

brain, the expression of ST6GalNAc V enhances the 

adhesion of breast cancer cells to brain endothelium and 

their passage through the blood–brain barrier, high-

lighting the role of cell surface glycosylation in organ-

specifi c metastatic interactions [12].

Future perspectives for therapy
From the data summarized above, it appears that a 

limited number of TACAs are expressed in breast cancer 

and associated with restricted histopathological markers 

such as the oestrogen receptor status of tumours (Table 3). 

Breast cancer cells express truncated Core1-based 

O-glycans, including T, Tn and sTn antigens. ! e 

expression of sialyl-Lewis antigens is also altered in 

breast carcinoma with a good correlation with metastatic 

risk, and complex gangliosides are overexpressed in IDC.

Although some TACAs have been shown as strong 

markers of a poor prognosis (for example, sLex or sTn), 

they have not yet reached the clinic. Indeed, the strongest 

marker of prognosis in breast cancer remains the 

invasion of the lymph nodes determined during surgery. 

Unless another marker proves to be of superior quality or 

independent of lymph node involvement, it is very 

unlikely to be useful for clinic application. As TACAs are 

more or less associated with lymph node invasion and/or 

restricted to specifi c groups of patients, their use as 

prognosis markers appears rather limited. However, since 

TACAs seem to be functionally involved in cancer 

progression, one of their most promising uses in the 

future remains being targets for treatments designed for 

specifi c groups of patients.

Figure 4. Biosynthesis of gangliosides. The action of ST3Gal V (G
M3

 synthase), ST8Sia I (G
D3

 synthase) and ST8Sia V (G
T3

 synthase) leads to the 

biosynthesis of the precursor of a-series, b-series and c-series gangliosides, respectively. The o-series gangliosides are directly synthesized from 

lactosylceramide (LacCer). Elongation of complex gangliosides is performed by the sequential action of N-acetyl-galactosaminyltransferase 

(β4-GalNAc T1), galactosyltransferase (β3-GalT4) and sialyltransferases (ST3Gal I, ST3Gal II and ST8Sia V).

LacCer

ST3Gal V ST8 Sia I ST8Sia V
Cer

α3

β4
Cer

α3

β4
Cer

α3

β4
Cer

β4

LacCer

G
M3

G
D3

G
T3

α8

α8

α8

β4-GalNAc T1

Cer
α3

β4β4
Cer

α3

β4β4
Cer

α3

β4β4
Cer

β4β4

G
M2

G
D2

G

G
A2

α8

α8

α8

G
T2

β3-GalT4

Cer
α3

β4β4β3
Cer

α3

β4β4β3
Cer

α3

β4β4β3
Cer

β4β4β3

G
M1a

G
D1b

G

G
A1

α8

α8

α8

G
T1c

o-Series a-Series b-Series c-Series

ST3 Gal I/II

ST8Sia V

o-Series a-Series b-Series c-Series

Glc GalNAc Neu5AcGal

Cazet et al. Breast Cancer Research 2010, 12:204 

http://breast-cancer-research.com/content/12/3/204

Page 8 of 13



Diff erent methods can take advantage of TACA expres-

sion to treat breast cancer, such as blocking their bio-

synthesis or biological function, or using them as 

molecular targets in immunotherapy. Blocking the bio-

synthesis of glycans using chemical inhibitors has been 

shown to change the phenotype of breast cancer cells in 

culture, making them less aggressive [87,88]. Such an 

approach, however, is diffi  cult to adapt to human therapy 

because both healthy and diseased cells are using their 

glycans in a variety of functions. � ere are high risks that 

detrimental eff ects of a chemical inhibitor on healthy 

cells would counterbalance or avoid the benefi cial eff ect 

of the molecule on cancer cells. In order to develop 

further, this fi eld will have to await improvement in the 

Table 2. Main glycosyltransferases involved in biosynthesis of gangliosides

Gene name Common name Accession number Main acceptor substrate

Glucosyltransferase  

 UGCG GlcCer synthase NM 003358.1 Ceramide (Cer)

Galactosyltransferases  

 B4GALT6 LacCer synthase NM_004775 Glcα1-Cer

 B3GALT4 β3-GalT4 NM_003782.3 GalNAcβ1-4[NeuAc0-3]Galβ1-4Glcα1-Cer

N-Acetyl-galactosaminyltransferase  

 B4GALNACT1 G
M2

, G
D2

, G
T2

 synthase NM_001478.2 [NeuAc0-3]Galβ1-4Glcα1-Cer

Sialyltransferases  

 ST3GAL1 ST3Gal I NM_003033.3 Galβ1-3GalNAcβ1-4[NeuAc0-3]Galβ1-4Glcα1-Cer

 ST3GAL2 ST3Gal II NM_006927.3 Galβ1-3GalNAcβ1-4[NeuAc0-3]Galβ1-4Glcα1-Cer

 ST3GAL5 ST3Gal V NM_003896.3 Galβ1-4Glcα1-Cer

 ST6GALNAC5 ST6GalNAc V NM_030965.1 NeuAcα2-3Galβ1-3GalNAcβ1-4Galβ1-4Glcα1-Cer

 ST8SIA1 ST8Sia I NM_003034.3 NeuAcα2-3Galβ1-4Glcα1-Cer

 ST8Sia5 ST8Sia V NM_013305.4 NeuAcα2-8NeuAcα2-3Galβ1-4Glcα1-Cer

The acceptor monosaccharide is indicated in bold.

Table 3. Main tumour-associated carbohydrate antigens expressed in breast carcinomas

TACA DCIS IDC Altered pathway Comments

Mucin-type antigens   

 Thomsen-nouvelle High High COSMC mutation, decrease in C1β3GalT  Expressed in almost 90% of breast
    activity cancers

 Thomsen–Friedenreich ND High Decrease in Core2 β6-GlcNAc-T expression, 
    decrease in Core1 sialylation 

 Sialyl-Thomsen-nouvelle ND High Increase in ST6GalNAc I expression, decrease  25 to 30% of breast cancers, correlated
    in Core2 β6-GlcNAc-T expression, alteration  with a decreased survival in
    of COSMC function node-positive patients

Lewis antigens    

 Sialyl-Lewisx Weak High Increased expression of FucT (FucT VI and  Higher in metastatic compared with
    FucT VII) nonmetastatic cancers

 Sialyl-Lewisa Weak High Increased expression of FucT (FucT III) 

 Lewisy Low High Increased expression of FucT Overexpressed in 60 to 90% of breast 
     cancer

Gangliosides    

 G
M3

 ND Increased Increased expression of ST3Gal V 2.8-fold compared with normal tissue

 G
D3

 ND Increased Increased expression of ST8Sia I 1.7-fold compared with normal tissue

 9-O-acetyl-G
D3

 ND Neo-expression Increase of sialic acid acetylation 

 9-O-acetyl-G
T3

 ND Neo-expression Increase of sialic acid acetylation 

 N-glycolyl-G
M3

 ND 65 to 70% Unknown 100% in stage II primary tumours

DCIS, ductal carcinoma in situ; IDC, invasive ductal carcinoma; ND, not determined; TACA, tumour-associated carbohydrate antigen.
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drug-targeting or drug delivery systems, such as the 

booming nanotechnologies [89].

Alternatively, one may consider specifi cally altering the 

expression of GTs involved in TACA biosynthesis. Little 

is still known about the molecular mechanisms leading to 

aberrant expression of GTs in cancer. Gain or loss of GT 

expression could be attributed to loss of chromosomal 

integrity often observed in cancers, leading to duplica-

tion, deletion or transposition of chromosomal segments 

involving glycosyltransferase genes. As an example, 

elevated ST6Gal I expression in murine W16 cells has 

been shown to be the result of DNA rearrangement in 

the st6gal1 locus resulting from the transposition of a 

retroviral-like transposable element upstream of the 

st6gal1 ORF [90]. Changes of gene expression do not 

always refl ect genomic rearrangements, however, as 

comparison of the Comparative Genomic Hybridization 

Array and the RNA microarray do not always show 

absolute correlation. Expression of GT genes is often 

regulated at the trans criptional level [91], and several 

examples have shown that GT genes, including ST6GAL1 

[2] and MGAT5 [3], can be regulated by oncogenes. Only 

a limited number of promoters of GT genes have been 

characterized [91], and this fi eld is in need of further data 

in order to under stand which factors of transcription, 

signalling pathways and, eventually, membrane receptors 

are involved in this cancer-specifi c deregulation. � e 

knowledge of the intracellular molecular mechanisms 

regulating the expression of GTs might open new options 

to specifi cally impair TACA expression in cancer cells.

Functions of TACAs often involve interaction with 

glycan-specifi c receptors, such as selectins with sialyl-

Lewis antigens. Attempts can be made to block this inter-

action, by masking either the glycans or its receptor. 

Several studies have shown that masking T antigens with 

specifi c peptides [92] or mAbs [93] can inhibit interaction 

of breast cancer cells with the endothelium and protect 

from metastasis. One advantage of this approach is that 

the lectin(s) recognizing the TACA does not need to be 

identifi ed to block the interaction. Some limitations 

remain, however, such as the risk to induce unwanted 

physiological responses triggered by the same type of 

interactions (or loss of interaction), or the clinical 

viability of these compounds in terms of toxicity, body 

clearance or administration.

Active immunotherapy has been thoroughly investi-

gated during the past 40 years as an alternative approach 

for cancer treatment. As glycans are naturally highly 

immuno genic, they have been extensively used for the 

design of immunotherapy strategies against breast 

cancer.

As early as in 1977, Springer and collaborators attemp-

ted to immunize patients with desialylated autologous 

red blood cells, in order to trigger a response to T 

antigen. He reported a signifi cantly improved 5-year sur-

vival (100%) and 10-year survival (44%) compared with 

the nonimmunized population [38]. Although of small 

scale and somewhat unorthodox, this study paved the 

way for further development of anti-TACA vaccines.

Ganglioside-based anti-idiotype vaccines focusing on 

N-glycolyl-G
M3

 have been developed for specifi c active 

immunotherapy against breast cancer [94]. � e 1E10 

mAb (Racotumomab) is an anti-idiotype vaccine to P3 

mAb, which recognized Neu5Gc-G
M3

. Vaccination with 

1E10 of BALB/c mice challenged with the murine F3II 

mammary carcinoma leads to breast tumour growth 

suppression and a decrease of lung metastasis [95]. 

Moreover, the anti-tumour eff ect of 1E10 is enhanced by 

combination with a low-dose of cyclophosphamide [96]. 

Results of phase I clinical trials have shown that 1E10 

vaccine was relatively well tolerated and able to produce a 

specifi c response against Neu5Gc-containing gangliosides 

in high-risk (stage III) or metastatic breast cancer [97,98].

Clustered sTn haptens conjugated to keyhole limpet 

hemocyanin (� eratope™; Biomira, Edmonton, AB, 

Canada) have also been used to immunize breast cancer 

patients [99]. Although the results of the fi rst phase III 

clinical trial failed to show signifi cant benefi t, it has to be 

mentioned that patients were never screened for 

expression of sTn antigen in the tumours. � e lack of 

signifi cant benefi t for the total population could therefore 

be explained by the low repre sentation of patients 

presenting sTn-positive tumours (25 to 30%). Recently, 

we clearly demonstrated that � eratope™ induced 

tumour protection in a relevant murine model. � e 

protection was dependent on both the presence of the 

sTn antigen in the tumour and the anti-sTn antibodies 

raised by immunization. Interestingly anti-sTn antibodies 

were able to recognize a wide range of sTn-positive 

proteins expressed by mammary carci nomas, suggesting 

that multi-targeting of the response was important to 

induce tumour protection [58].

Despite decades of research and evident proofs of 

concept in favour of anti-TACA cancer vaccines, one has 

to acknowledge that none of them have reached the 

clinic. One possible method of improvement is a better 

defi nition of patients who are most susceptible to benefi t 

from the designed treatment. As TACAs are expressed in 

distinguishable groups of patients based on immuno-

histology or gene profi ling expression, one may therefore 

consider personalizing the treatment according to 

expression of putative targets. Another way is to design 

multi-epitope targeting vaccines to cover a variety of 

targets found in diff erent patient populations and to 

possibly trigger multi-antigenic response in each of the 

patients. Glycopeptide dendrimers have been developed 

to present simultaneously up to six diff erent antigens 

(Tn, T, Globo H, G
M2

, Ley, and MUC1-Tn antigens) and 
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have been assessed in immunization trials to compare 

multi-antigenic responses with mono-antigenic res-

ponses [100].

As the future of breast cancer treatment lies in a 

combination of patient-tailored and multi-targeting 

strate gies, we believe that TACAs – because of their 

profi le of expression and their proaggressive function – 

will be considered potent molecular targets.
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III. LES GANGLIOSIDES COMPLEXES : FONCTIONS AU 

CŒUR DE LA CELLULE ET DANS LE PROCESSUS DE
CANCERISATION

III. A. La biosynthèse des gangliosides

III. A. 1. Structure  

III. A. 1. a) Les glycosphingolipides

Les glycosphingolipides (GSLs) sont des molécules amphiphatiques, ancrées principalement 

au niveau du feuillet externe de la membrane plasmique via un céramide hydrophobe. Les 

céramides sont composés d’un acide gras à longue chaîne, relié par une liaison amide à une 

base sphingoïde, généralement la sphingosine (Figure 14). Leur partie hydrophile, composée 

d’une chaîne glycannique plus ou moins complexe, participe à la formation du glycocalix de 

la cellule, au même titre que les chaînes portées par les glycoprotéines et les protéoglycannes. 

Les GSLs présentent donc une grande hétérogénéité de structure de par les multiples combi-

naisons envisageables pour la formation des épitopes glycanniques et de la partie hydrophobe 

céramide (Degroote et al, 2004). Ainsi, plus de 60 bases sphingoïdes et 300 chaînes oligosac-

charidiques différentes ont été caractérisées, offrant par combinaison des centaines de struc-

tures théoriquement possibles. La base sphingoïde peut varier en longueur, en degré de satura-

tion, d’hydroxylation ou encore en branchement. La sphingosine (18 :1) constitue la base la 

plus représentée chez les mammifères, avant ses dérivés sphinganine et phytosphingosine. 

L’acide gras est quant à lui généralement long (�16) et saturé. Les conséquences fonction-

nelles de l’hétérogénéité structurale des céramides sont encore mal définies. Il semblerait tou-

tefois que la partie lipidique puisse influencer la localisation et les fonctions des GSLs au sein 

de la membrane plasmique, notamment par une interaction directe avec le cholestérol, les 

phospholipides et les domaines transmembranaires des protéines. La structure glycannique 

peut contenir plusieurs résidus de monosaccharides comprenant essentiellement des hexoses 

(glucose, galactose, fucose), des N-acétylhexosamines (N-acétylglucosamine, N-acétyl-

galactosamine) et des acides sialiques (N-acétylneuraminique ou N-glycosylneuraminique). 

Un groupement sulfate peut également y être ajouté.  
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La classification et la nomenclature des GSLs sont basées sur la structure centrale (ou core) de 

leur chaîne oligosaccharidique. Ils sont ainsi regroupés en série lacto, globo et ganglio (Ta-

bleau 4).  

Tableau 4 : Structures oligosaccharidiques déterminant les différentes séries de glycosphingoli-
pides. Cer : céramide ; Glc : glucose ; Gal : galactose ; GlcNAc : N-acétylglucosamine ; GalNAc : N-

acétylgalactosamine (adapté des recommandations concernant la nomenclature des glycolipides du site 
http://www.chem.qmul.ac.uk/iupac/misc/glylp.html; Hakomori, 2003 ; Degroote et al., 2004) 

Nom de la série Sous-classe Symbole Structure 

Lacto Lacto Lc Gal�1-3GlcNAc�1-3Gal�1-4Glc�1Cer 

Neolacto nLc Gal�1-4GlcNAc�1-3Gal�1-4Glc�1Cer 

Globo Globo Gb GalNAc�1-3Gal�1-4Gal�1-4Glc�1Cer 

Isoglobo iGb GalNAc�1-3Gal�1-3Gal�1-4Glc�1Cer 

Ganglio Gg Gal�1-3GalNAc�1-4Gal�1-4Glc�1Cer 

De manière simplifiée, les GSLs peuvent également être classés selon trois grandes catégo-

ries : 

- les GSL neutres dont la chaîne oligosaccharidique ne contient que des monosaccharides 

neutres : glucosylcéramide (Glc�1-Cer ou GlcCer), galactosylcéramide (Gal�1-Cer ou Gal-

Cer), lactosylcéramide (Gal�1-4Glc�1-Cer ou LacCer) ainsi que les séries globo- et lacto- 

(Tableau 4). 

- les sulfatides comprenant notamment le galactosylcéramide-sulfate (HSO3-3GalCer) et le 

lactosylcéramide-sulfate (HSO3-3LacCer). 

- les gangliosides dont la chaîne glycannique contient un ou plusieurs résidus d’acides sia-

liques. 

III. A. 1. b) Les GSLs de la famille ganglio

Chez l’homme, les gangliosides sont des GSLs dont le céramide est substitué par un core gly-

cannique porteur de résidus de N-acétylneuraminique (Neu5Ac) ou de N-

glycosylneuraminique (Neu5Gc), respectivement en conditions physiologiques et patholo-

giques, (Figure 15). Des dérivés de l’acide sialique, tels que des dérivés O-acétylés, peuvent 

également être détectés. Les gangliosides appartiennent à la série ganglio, mais peuvent éga-
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lement être retrouvés au niveau des GSLs des séries lacto et globo. Dans ce manuscrit, pour 

simplifier les propos, le terme « ganglioside » définit les GSLs de la série ganglio. 

Selon la classification de Svennerholm, ces sialoglycosphingolipides sont nommés par des 

abréviations correspondant au nombre de résidus d’acides sialiques présents dans la molécule 

(GM pour monosialoganglioside, GD pour disialoganglioside, GT pour trisialoganglioside…) et 

à leur ordre de migration en chromatographie sur couche mince (GM3, GM2, GM1…) (Tableau 

5) (Svennerholm, 1964). Une nouvelle nomenclature, fondée sur la connaissance précise des 

structures glycanniques des gangliosides, a été recommandée par la commission de nomencla-

ture biochimique (IUPAC-IUB, 1978). Dans ce système, l’abréviation Cer pour nommer le 

céramide est précédée du préfixe Lac ou, si la chaîne est plus complexe, du nom ose indicé du 

nombre de résidus glucidiques présents et précédé des lettres Gg pour la série ganglio. La 

position de l’acide sialique substitué est indiquée par un chiffre romain et son point d’ancrage 

sur le carbone du monosaccharide accepteur par un chiffre arabe (Tableau 5). Cependant, la 

classification de Svennerholm reste la plus couramment utilisée et celle qui sera employée 

dans ce manuscrit, par souci de simplicité.  

Figure 14 : Représentation schématique de gangliosides complexes disialylés : le GD3, le GD2 et le 
GD1b. La chaîne glycannique des gangliosides, qui constitue la partie hydrophile, est reliée par une 
liaison O-glycosidique à l’alcool primaire de la base sphingoïde du céramide. Le motif lactosylcéra-
mide (Gal�1-4Glc�1-Cer) représente l’élément précurseur pour la synthèse des chaînes sialylées des 
gangliosides. Glc : glucose ; Gal : galactose ; GalNAc : N-acétylgalactosamine ; Neu5Ac : acide N-

acétylneuraminique (adapté de Tettamanti, 2004).  
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Table 5 : Nomenclature et structures des principaux gangliosi

mide ; Lac : lactose ; Neu5Ac : N
N-acétylgalactosamine ;  : acide sialique. 

Nomenclature 
de Svennerholm 

Nomenclature IUPAC

GM3 II3Neu5Ac-Lac

GM2 II3Neu5Ac-GgOse

GM1 II3Neu5Ac- GgOse

GD1a IV3Neu5Ac,II

GD3 II3(Neu5Ac)

GD2 II3(Neu5Ac)

GD1b II3(Neu5Ac)

GQ1b IV3(Neu5Ac)

GT3 II3(Neu5Ac)

  

Nomenclature et structures des principaux gangliosides. Gg : ganglioside
N-acétylneuraminique. Résidus :  : glucose ; 

: acide sialique. 

Nomenclature IUPAC-IUB Structure

Lac-Cer 

GgOse3-Cer 

GgOse4-Cer 

Ac,II3Neu5Ac-GgOse4-Cer 

Ac)2-Lac-Cer 

Ac)2-GgOse3-Cer 

Ac)2-GgOse4-Cer 

Ac)2,II
3(Neu5Ac)2-GgOse4-Cer 

Ac)3-Lac-Cer 

Cer
ββββ1

Cer
ββββ1

Cer
ββββ1

Cer
ββββ1

Cer
ββββ1

Cer
ββββ1

Cer
ββββ1

Cer
ββββ1

Cer
ββββ1

68

: ganglioside ; Cer : céra-
 : galactose ;  : 

ββββ4

αααα3

ββββ4 ββββ4

αααα3

ββββ4 ββββ4 ββββ3

αααα3

ββββ4 ββββ4 ββββ3

αααα3 αααα3

ββββ4

αααα3

αααα8

ββββ4 ββββ4

αααα3

αααα8

ββββ4 ββββ4 ββββ3

αααα3

αααα8

ββββ4 ββββ4 ββββ3

αααα3

αααα8

αααα3

αααα8

ββββ4

αααα3

αααα8

αααα8



Introduction bibliographique 

�
69

III. A. 2. Localisation 

Les gangliosides sont exprimés dans les tissus de mammifères selon un profil spécifique de 

l’espèce, de l’organe ou du tissu considéré, mais aussi en fonction du stade de développement 

et de différenciation cellulaire.  

III. A. 2. a) Localisation tissulaire 

D’un point de vue histologique, les gangliosides sont particulièrement abondants au niveau du 

cerveau et du système nerveux central. Ils y jouent des rôles essentiels dans le développement 

et l’organisation tissulaire. Une absence d’expression des gangliosides (via une inhibition de 

la céramide glucosyltransférase ou un double knockout des GM3 et GM2 synthétases) induit 

une mortalité précoce des modèles murins, liée à une dégénérescence axonale et à une ab-

sence de différenciation neuronale (Yamashita et al., 1999 ; Yamashita et al., 2005 ; Liu et 

al., 2010). Les gangliosides simples sont exprimés dans quasiment tous les tissus de 

l’organisme, et plus particulièrement le GM3. Une dizaine de gangliosides ont également été 

détectés dans le sérum humain (Senn et al., 1989). 

III. A. 2. b) Localisation cellulaire 

A l’échelle de la cellule, de nombreuses études suggèrent que ces GSLs acides ne sont pas 

distribués au hasard mais sont, au contraire, concentrés au niveau de microdomaines particu-

liers de la membrane plasmique. Ces domaines, regroupés sous le nom de glycosynapse, pré-

sentent des fonctions spécifiques dans lesquels les gangliosides jouent un rôle prépondérant 

notamment dans la reconnaissance cellulaire et la transduction de signaux extracellulaires 

(Hakomori, 2002 ; Todeschini et Hakomori, 2008a). Ces domaines sont des radeaux lipi-

diques ou des cavéoles, riches en cholestérol, glycosphingolipides et sphingomyéline, et en 

protéines particulières (intégrines, tétraspanines, récepteurs aux facteurs de croissance, pro-

téines de signalisation de la famille des Src-tyrosine kinases ou encore protéines à ancre gly-

cosyl-phosphatidylinositol (GPI)). Les GSLs et les gangliosides participent aux propriétés 

physico-chimiques de ces microdomaines membranaires (Degroote et al., 2004 ; Gupta et 

Surolia, 2010). 
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Dans le cadre du processus métabolique, les gangliosides sont retrouvés dans les vésicules 

d’endocytose et d’exocytose ainsi que dans les membranes des compartiments intracellulaires 

tels que le réticulum endoplasmique, l’appareil de Golgi, les endosomes et les lysosomes, où 

ils sont synthétisés, transportés ou dégradés.  

De plus, des études ont permis de démontrer l’expression et l’activité de GTs impliquées dans 

la biosynthèse des motifs précurseurs des gangliosides (céramide glucosyltransférase, LacCer 

et GM3 synthétases) au niveau des membranes associées aux mitochondries, ou MAM (Ardail 

et al., 2003). Ceci conduit à l’accumulation de GM3, de GM1 et à une faible quantité de GD3 

dans ce sous-compartiment du réticulum endoplasmique étroitement associé à la mitochondrie 

(Ardail et al., 2003 ; Sano et al., 2009).  

Des expériences d’immunocytochimie et de microscopie confocale ont permis de mettre en 

évidence une interaction entre certains gangliosides et la vimentine, composant des filaments 

intermédiaires, en conditions normales et pathologiques (Kotani et al., 1994; Mennel et Lell, 

2005). Les gangliosides ont pu également être détectés dans le noyau de cellules lymphoblas-

tiques HUT-78 ou neuronales (Tempera et al., 2008 ; Copani et al., 2002 ; Saito et Sugiyama, 

2002).  

Finalement, une accumulation du ganglioside disialylé GD3 peut être retrouvée au niveau des 

mitochondries, suite à l’activation des récepteurs de mort cellulaire Fas ou TNFR (Tumor

Necrosis Factor Receptor) par leurs ligands respectifs (De Maria et al., 1997 ; Rippo et al., 

2000). Ceci contribue, par un mécanisme encore inconnu, à la perméabilisation de la mem-

brane mitochondriale externe et au relargage dans le cytosol de facteurs pro-apoptotiques 

comme le cytochrome c et la pro-caspase 9. Ce phénomène a été décrit in vitro, à la fois sur 

des mitochondries isolées et sur une variété de cellules en culture (Morales et al., 2004). De 

manière intéressante, l’acétylation du GD3 supprime l’activité pro-apoptotique de ce ganglio-

side. Contrairement au GD3, le 9-O-acétyl-GD3 est incapable d’induire le relargage du cyto-

chrome c à partir de mitochondries purifiées et confère aux cellules cancéreuses HEK-293 une 

résistance à la mort cellulaire programmée (Malisan et al., 2002a).  
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III. A. 3. Le métabolisme des GSLs de la série ganglio 

III. A. 3. a) La biosynthèse des gangliosides

• Description 

La biosynthèse des gangliosides débute par la formation du céramide au niveau de la face 

cytosolique du réticulum endoplasmique. Le céramide ainsi formé est transféré vers l’appareil 

de Golgi, à la fois par un transport vésiculaire et par un transport non vésiculaire impliquant la 

protéine CERT (CERamide Transport protein) (Perry et Ridgway, 2005 ; Hanada et al., 

2009). Le céramide y est transformé en glucosylcéramide (Glc�1-Cer ou GlcCer) via l’action 

d’une UDP-glucose : céramide glucosyltransférase (UGCG). Cette étape particulière semble 

être effectuée sur la face cytosolique du cis-Golgi. Après translocation du GlcCer dans la lu-

mière de l’appareil de Golgi, la glycosylation du GlcCer par la lactosylcéramide synthétase 

conduit à la formation du lactosylcéramide (Gal�1-4Glc�1-Cer ou LacCer), motif précurseur 

de la synthèse des gangliosides. A noter, seul le GM4 est synthétisé à partir du galactosylcéra-

mide, et non du LacCer (Degroote et al., 2004). Différentes sialyltransférases (ST3Gal V, 

ST8Sia I et ST8Sia V, correspondant respectivement à la GM3 synthétase, la GD3 synthétase et 

la GT3 synthétase) catalysent la synthèse des gangliosides GM3, GD3, et GT3. Le lactosylcéra-

mide et ces dérivés sialylés sont eux mêmes convertis en gangliosides plus complexes classés 

en familles 0-, a-, b- ou c-, via l’action coordonnée et successive de diverses glycosyltransfé-

rases (N-acétylgalactosaminyltransférase β4GalNAc T1 ou GM2/GD2 synthétase, galactosyl-

transférase β3Gal T4 et les sialyltransférases ST3Gal I ou II et ST8Sia V) (Figure 15).  

Les sialyltransférases citées ci-dessus présentent des spécificités de substrats différentes. Ain-

si, ST3Gal I, ST3Gal II et ST3Gal V catalysent la formation d’une liaison en �2,3 sur un rési-

du de galactose alors que ST8Sia I et ST8Sia V participent à la synthèse de structures li-

néaires di- ou trisialylées en formant des liaisons en �2,8 sur un autre résidu d’acide sialique 

(Tettamanti, 2004). De manière intéressante, il a été démontré in vitro que la GD3 synthétase 

est capable de participer à la biosynthèse du GT3 (Nakayama et al., 1996).  

Il est possible de définir deux grandes classes de GSLs acides : les gangliosides simples des 

séries 0- et a-, caractérisés par l’absence ou le faible nombre de résidus d’acide sialique, et les 

gangliosides complexes des séries b- et c-, porteurs d’un plus grand nombre de résidus 

Neu5Ac (Figure 15). L’expression des gangliosides complexes est gouvernée par une enzyme 
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clef du métabolisme des gangliosides

paragraphe III.A.2.d).  

Figure 15: Représentation schématique de la synthèse des gangl
du lactosylcéramide (LacCer) par l’addition séquentielle de différents monosacch
l’acide sialique, par un ensemble de glycosyltransf
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• Organisation supramoléculaire des enzymes intervenant dans la 
 biosynthèse des gangliosides 

Les précurseurs LacCer, GM3 et GD3 semblent être formés dans le Golgi proximal et distal, 

alors que les gangliosides plus complexes se limiteraient au niveau du Golgi distal et ceci en 

raison de l’organisation et de la localisation des GTs impliquées dans leur biosynthèse. Ainsi, 

par des techniques de FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) et 

d’immunoprécipitation, Giraudo et ses collaborateurs ont décrit un complexe supramolécu-

laire du réseau trans-Golgien composé des glycosyltransférases β4GalNAc T1 et β3Gal T4 

(Giraudo et al., 2001). Ces enzymes membranaires de type II interagissent par leur partie N-

terminale, comprenant la queue cytosolique et la région transmembranaire. Ce complexe en-

zymatique convertit directement le GM3 en GM1 et pourrait expliquer pourquoi certains types 

cellulaires ou tissus tel que le cerveau sont enrichis en GM1 et en GD1a, mais pas en GM2 (Gi-

raudo et al., 2001 ; van Meer, 2001). De même, la lactosylcéramide, la GM3 et la GD3 synthé-

tases s’organisent pour former un système multienzymatique dépendant de la GM3 synthétase 

au niveau du Golgi proximal (Giraudo et Maccioni, 2003).  

Les gangliosides ainsi formés gagnent leur destination principale, la membrane plasmique, via

la voie des vésicules d’exocytose. 

La biosynthèse des gangliosides semble également prendre part à la membrane plasmique, 

comme a pu le démontrer récemment l’équipe de Daniotti (Crespo et al., 2010). L’expression 

de la GD3 synthétase au niveau de la membrane plasmique de cellules épithéliales et de méla-

nome assure donc la sialylation du GM3 en dehors des compartiments golgiens, à partir du 

donneur CMP-Neu5Ac endogène. L’expression de la GM2/GD2 synthétase a pu également être 

mise en évidence à la surface de cellules CHO-K1, par des expériences d’immunocytochimie 

et de microscopie confocale, mais sans activité enzymatique apparente.  

• Les gangliosides de la série �

La série � des gangliosides représente un groupe mineur et peu décrit. Ces derniers portent un 

résidu d’acide sialique en position C6 sur le résidu GalNAc de la chaîne oligossaccharidique 

(Murayama et al., 1986; Taki et al., 1986 ; Hirabayashi et al., 1990). Cette liaison est réalisée 

par des �2,6 sialyltransférases telle que ST6GalNAc V (paragraphe I.B.3.c ; Figure 15). Les 

précurseurs de cette série sont les gangliosides asialo-GM2, GM1a, GM1b, GD1a donnant nais-
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sance au GM2�, GD1a�, GD1�, GT1a� et GQ1b� respectivement. Le GD1� peut être converti en GT1a�

puis en GQ1b�.  

III. A. 3. b) Le catabolisme des gangliosides

Afin d’être dégradés, les gangliosides exprimés au niveau de la membrane plasmique sont 

internalisés par un mécanisme d’endocytose puis acheminés jusqu’aux endosomes par 

l’intermédiaire de vésicules coatées. De là, une partie des gangliosides est redirigée vers la 

membrane plasmique, une autre rejoint l’appareil de Golgi, mais la majeure partie est achemi-

née vers les lysosomes, lieu de leur dégradation (Tettamanti, 2004 ; Schulze et al., 2009).  

La dégradation lysosomale est un processus séquentiel qui débute par le retrait de résidus mo-

nosaccharidiques en position non réductrice par des exoglycosidases (Figure 16). L’action de 

ces hydrolases est facilitée pour les gangliosides à la chaîne glucidique courte (� 4 résidus) 

par la présence de cofacteurs protéiques nommés Spingolipid Activator Proteins (SAPs). Par 

exemple, la GM2-Activator Protein (GM2-AP) se lie avec une forte affinité aux glycosphingo-

lipides GM2, GM1 et GA2 insérés dans la membrane des lysosomes et les extrait pour faciliter 

leur accessibilité aux hydrolases (Klima, 1993 ; Wilkening et al., 2000). De même, la protéine 

Sap-C est nécessaire pour la dégradation lysosomale du GlcCer par la glucosylcéramide �-

glucosidase. Cette molécule se lie à la fois au GlcCer et à la glucosidase lysosomale associée, 

favorisant ainsi directement l’activité de l’hydrolase (Wilkening et al., 1998).  

Les sialidases Neu1 lysosomale, Neu2 cytosolique et Neu4 lysosomale, mitochondriale et 

réticulaire catalysent l’hydrolyse des résidus d’acide sialique sur les gangliosides, mais éga-

lement sur des glycopeptides et des oligossacharides libres. La sialidase Neu3, localisée dans 

la membrane plasmique, est spécifique des gangliosides. Elle semblerait jouer un rôle dans la 

signalisation cellulaire, notamment dans l’apoptose et les interactions cellule-cellule, en con-

trôlant le taux des gangliosides à la surface cellulaire (Kakugawa et al., 2002 ; Papini et al., 

2004 ; Miyagi et al., 2008).  

Une voie alternative pour la dégradation des glycosphingolipides s’effectue via l’action d’une 

endoglycocéramidase ou céramide glycanase, qui permet de couper la liaison �-glycosidique 

entre le glucose de la chaîne saccharidique et le céramide (Figure 16). Cependant, si la parti-

cipation de ces enzymes ne fait aucun doute chez les bactéries, celle-ci est sujette à contro-

verse chez les vertébrés (Tettamanti, 2004). Enfin, la liaison entre l’acide gras du céramide et 

la base sphingoïde est hydrolysée par une céramidase acide, en présence de la protéine Sap-D 

(Linke et al., 2001). 
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Figure 16: Représentation schématique de la dégradation 
droite des flèches sont notés les enzymes
sides; à gauche sont indiquées les pathologies
Cer : céramide ; GlcCer : glucosylcéramide
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III. A. 3. c) La régulation du métabolisme gangliosidique 

L’équilibre entre biosynthèse et catabolisme des gangliosides est finement contrôlé par un 

ensemble de phénomènes de régulation allant de la disponibilité des substrats accepteurs à une 

régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle des glycosyltransférases. Ainsi, des 

changements majeurs et essentiels du profil d’expression gangliosidique ont été décrits au 

cours du développement cérébral de l’embryon, correspondant à des changements d’activité 

des GTs impliquées dans leur biosynthèse. La GD3 synthétase est fortement exprimée dans les 

premiers jours du développement embryonnaire de la souris, alors que la GM2/GD2 synthétase 

est active dans les stades plus tardifs du développement neuronal (Yamamoto et al., 1996 ; 

Furukawa et al., 2002). Ces niveaux d’expression des GTs sont en corrélation avec les gan-

gliosides détectés aux différents stades du développement cérébral murin (Yu et al., 1988). 

En parallèle, un déséquilibre dans le processus de dégradation engendre l’accumulation de 

gangliosides dans les lysosomes et l’apparition de pathologies héréditaires neurodégénératives 

tel que les gangliosidoses. A titre d’exemple, la maladie de Sandhoff est liée à un déficit en 

hexosaminidases A et B, lié à une anomalie de la sous-unité �. Ce déficit enzymatique conduit 

à une surcharge lysosomale de GM2 dans les neurones et les tissus périphériques, et se traduit 

par une dégénérescence du système nerveux central (Figure 16) (Jeyakumar et al., 2005). 

Plusieurs mécanismes de régulation ont été étudiés, et seront décrits dans ce paragraphe. 

• Régulation dépendante de l’équipement enzymatique, de la dis-
 ponibilité des substrats donneur/accepteur et de l’organisation 
 supramoléculaire des GTs. 

L’équipement enzymatique est important car il conditionne la composition en gangliosides de 

la cellule. Les éléments qui gouvernent le métabolisme de ces GSLs acides tiennent aux ca-

ractéristiques même des enzymes : taux d’expression, spécificité d’action, paramètres ciné-

tiques (Km) et organisation supramoléculaire dans l’appareil de Golgi. D’après le schéma de 

biosynthèse décrit précédemment (Figure 15), une même GT peut agir sur des substrats diffé-

rents. La disponibilité en substrats joue donc un rôle essentiel dans la détermination du profil 

gangliosidique de la cellule et du tissu. Ce propos peut être illustré à travers les différents mo-

dèles cellulaires créés par transfection transitoire ou stable d’un ADNc codant une GT du mé-

tabolisme des gangliosides. A titre d’exemple, la transfection de la GD3 synthétase dans des 

cellules de hamster CHO-K1 conduit à l’accumulation de GD3 et de GT3, alors que 
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l’expression de cette même enzyme dans la lignée neuronale PC12 conduit essentiellement à 

la synthèse de GD1b et de GT1b (Daniotti et al., 2002 ; Fukumoto et al., 2000). 

Depuis plusieurs années, des études tendent à démontrer qu’une localisation précise des GTs 

au sein de l’appareil de Golgi soit également nécessaire à leur activité. Le manque 

d’information sur la localisation précise des GTs est principalement dû au faible nombre 

d’anticorps reconnaissant les protéines endogènes. Cependant, la formation de complexes 

multienzymatiques fonctionnels a pu être mise en évidence (paragraphe III.A.3.a). L’un de 

ces complexes est constitué de la lactosylcéramide synthétase (ou GalTI) et de la GM3 synthé-

tase (ST3Gal V), qui agissent successivement sur le glucosylcéramide pour former le GM3

(Figure 15). Ce complexe est affecté par la surexpression ou l’inhibition de l’expression de la 

GD3 synthétase (ST8Sia I) dans des cellules de hamster CHO-K1. En effet, cette enzyme peut 

rejoindre le complexe GalT1-ST3Gal V pour former un complexe à trois partenaires qui est 

localisé différemment dans l’appareil de Golgi, dans une partie plus distale par rapport au 

précédent. Cette différence de localisation influe sur la biosynthèse des gangliosides (Figure 

15) : le complexe trimérique GalT1-ST3Gal V-ST8Sia I serait dédié à la formation du GD3 et 

des gangliosides complexes, alors que le dimère GalT1-ST3Gal V formerait le précurseur GM3

dédié à la synthèse des gangliosides de la série a- (Uliana et al., 2006). Ainsi, la localisation 

subcellulaire des GTs serait modulée en fonction du niveau d’expression relatif de chaque 

enzyme, et participerait, avec la régulation transcriptionnelle, au profil d’expression ganglio-

sidique à la surface des cellules. 

• Régulation transcriptionnelle 

La régulation des activités glycosyltransférasiques s’effectue principalement au niveau trans-

criptionnel. Les premières études réalisées par Northern-Blotting ont mis en évidence une 

expression tissu-spécifique des ARNm codant les enzymes du métabolisme des gangliosides. 

Ainsi, par exemple, les ARNm issus du gène B4GALNACT1 sont majoritairement retrouvés 

au niveau du cerveau humain embryonnaire ou adulte, des poumons et des testicules, alors 

que ceux du gène ST3GAL5 sont exprimés de manière ubiquiste chez l’adulte (Hidari et al., 

1994 ; Ishii et al., 1998 ; Fukumoto et al., 1999). De plus, une régulation spatio-temporelle a 

pu être observée comme notamment pour le gène B4GALNACT1 qui s’exprime tardivement 

lors du développement du système nerveux pour diminuer de manière graduelle à la naissance 

(Yamamoto et al., 1995 ; Yamamoto et al., 1996). La régulation de l’expression des GTs peut 

aussi s’effectuer en fonction des conditions physiologiques ; à titre d’exemple, le gène codant 
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ST8Sia I est surexprimé pendant l’apoptose, suite à l’activation des récepteurs de mort cellu-

laire, ce qui conduit à l’accumulation intracellulaire du GD3 (paragraphe III.A.2.b). 

Ces régulations font appel à des promoteurs tissus spécifiques ou qui répondent à une situa-

tion physiologique particulière. Généralement, les transcrits qui découlent de l’activation de 

ces promoteurs sont différents au niveau de leurs extrémités 5’ non codantes, mais possèdent 

en commun les exons qui composent la séquence codante : ainsi la protéine traduite est la 

même. Plusieurs ARNm ne différant que dans leurs extrémités 5’ non traduites ont été identi-

fiés pour la majorité des gènes de sialyltransférases comme pour le gène ST3GAL5 (Kim et 

al., 2001, Zeng et al., 2003). L’expression de la GM3 synthétase est par exemple régulée posi-

tivement au cours de la différenciation mégacaryocytaire et dans les cellules HL-60 (Human 

promyelocytic Leukemia cells) par le facteur de transcription CREB, activé par la voie de si-

gnalisation PKC/ERK (Choi et al., 2007 ; Chung et al., 2005).  

Bien que ce type de régulation soit essentiel, un ensemble d’autres facteurs semble agir pour 

réguler le métabolisme gangliosidique.  

• Régulation post-transcriptionnelle

� Mécanisme de phosphorylation/déphosphorylation 

Plusieurs études ont démontré l’influence du processus dynamique de phosphoryla-

tion/déphosphorylation sur la régulation de certaines GTs. Ainsi, l’activation des protéines 

kinases PKC et PKA dans des cellules de neuroblastome induit une activité accrue de la 

GM2/GD2 synthétase, alors que celle des sialyltransférases ST3Gal I/II ou GD1a/GT1b synthé-

tase serait diminuée (Gu et al., 1995 ; Bieberich et al., 1998; Yu et Bieberich, 2001). Ce mé-

canisme de régulation expliquerait l’accumulation du ganglioside GM1 durant la différencia-

tion neuronale des cellules NG108-15. En parallèle, la phosphorylation des GTs impliquées 

dans le métabolisme des gangliosides a été observée in vitro à partir de préparations micro-

somales et de l’utilisation d’enzymes solubles purifiées de cerveau de rat. L’incubation 

d’AMPc (Adénosine MonoPhosphate cyclique) avec ces microsomes engendre une activation 

de la GM2/GD2 synthétase et double consécutivement son activité, révélant ainsi une activation 

de l’enzyme dépendante de la protéine kinase AMPc (Scheideler et Dawson, 1986). De plus, 

l’activité des GM3 et GD1a synthétases est diminuée de 50 à 60 % via une phosphorylation de 

résidus sérine et thréonine par la kinase PKC (Gu et al., 1995). La pertinence de cette régula-

tion reste cependant à démontrer in vivo.  
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� Régulation des enzymes par N-glycosylation 

La GD3 synthétase et la GM2/GD2 synthétase sont des enzymes transmembranaires de type II 

présentant plusieurs sites putatifs de N-glycosylation. Les travaux de Martina et de Bieberich 

et de leurs collaborateurs ont permis de mettre en avant l’importance de cette modification 

covalente aussi bien sur la demi-vie, l’activité et sur la localisation intracellulaire de ces en-

zymes. Il a alors été démontré qu’un défaut dans le processus de N-glycosylation provoque la 

rétention d’une forme moins stable de la GD3 synthétase dans le réticulum endoplasmique, en 

augmentant son turnover (Martina et al., 1998 ; Bieberich et al., 2000). A l’inverse, la dégly-

cosylation totale de la GM2/GD2 synthétase diminue de près de 90 % son activité sans affecter 

sa localisation subcellulaire (Haraguchi et al., 1995). De même, l’inhibition du processus de 

N-glycosylation affecte la localisation et l’activité de la GM1/GD1b synthétase (Martina et al., 

2000). Récemment, le rôle de cette régulation sur la stabilité et l’activité des deux isoformes 

protéiques de la GM3 synthétase a été démontrée (Zava et al., 2010).  

• Autres facteurs de régulation

� Rétrocontrôle 

Un rétrocontrôle négatif de la biosynthèse des gangliosides des séries a- et b- par les produits 

finaux de la réaction a pu être mis en évidence lors d’expériences in vitro. En effet, l’activité 

de la GM2/GD2 synthétase est inhibée par le GM3, mais encore plus efficacement par les gan-

gliosides porteurs de 2 ou 3 résidus d’acide sialique tels que le GD1a, et dans une moindre me-

sure, le GM1, le GM2 et le GT1b (Nores et Caputto, 1984 ; Yusuf et al., 1987). De même, 

l’activité de la GD3 synthétase est inhibée par le GQ1b, puis par le GT1b et le GD1a (Yusuf et al., 

1987). 

L’enzyme bi-fonctionnelle UDP-N-acétylglucosamine 2-épimérase/N-acétylmannosamine 6-

kinase (GNE), qui intervient dans le métabolisme de l’acide N-acétylneuraminique, joue éga-

lement un rôle sur l’expression de la GM3 et de la GD3 synthétases, et sur la synthèse des gan-

gliosides correspondants. Une surexpression de la GNE entraine une augmentation du taux 

d’ARNm des gènes ST3GAL5 et ST8SIA1 ainsi que du GM3 et du GD3, respectivement. A 

l’inverse, une inhibition de la GNE par la technique d’ARN interférence a un effet opposé 

(Wang et al., 2006). 



Introduction bibliographique 

�
80

� Le pH 

Le pH de l’environnement immédiat des enzymes peut également jouer un rôle régulateur. Le 

profil gangliosidique de cultures primaires de cellules neuronales change de manière réver-

sible en fonction du pH du milieu de culture (Iber et al., 1990). Ainsi, lorsque le pH s’acidifie, 

un changement d’expression des gangliosides de la série a- vers la série b- est observé (con-

version du GM1 et GD1a en GD1b, GT1b et GQ1b). Ce phénomène pourrait s’expliquer par le pH 

optimal de l’enzyme clef de la biosynthèse des gangliosides complexes : la GD3 synthétase 

(pH optimal de 6,2). 

III. A. 2. d) La biosynthèse des gangliosides complexes : rôle clef de 

 la sialyltransférase ST8Sia 1 ou GD3 synthétase 

La GD3 synthétase se situe à un véritable carrefour métabolique dans la voie de biosynthèse 

des GSLs de la série ganglio (Figure 15). Alors que les gangliosides complexes des séries b- 

et c- ne sont pas ou très faiblement exprimés dans les tissus sains adultes, ils sont retrouvés en 

quantité abondante dans les tissus en croissance, au cours du développement embryonnaire ou 

encore dans certaines pathologies.  

La GD3 synthétase humaine a été clonée par 3 équipes différentes au cours de la même année, 

par des techniques de complémentation ou par criblage de banque d’expression (Sasaki et al., 

1994; Nara et al., 1994; Haraguchi et al., 1994). Le clonage s’est ensuite poursuivi chez la 

souris, le rat et le poulet (Yoshida et al., 1995 ; Watanabe et al., 1996 ; Daniotti et al., 1997). 

La GD3 synthétase semble être la seule enzyme capable de catalyser, in vitro et in vivo, le 

transfert d’un seul résidu d’acide sialique en position terminale de la chaîne oligosacchari-

dique du GM3, participant ainsi à la synthèse du GD3. Nara et ses collaborateurs ont rapporté 

l’existence d’une isoforme protéique courte de l’enzyme (341 acides aminés) dans les cellules 

de hamster CHO-P, pouvant mener à la biosynthèse du GD3 mais également du GD1c, GT1a et 

GQ1b in vitro (Nara et al., 1994). Dans une moindre mesure, la forme longue de l’enzyme (356 

acides aminés) peut ajouter un résidu Neu5Ac sur le GD3, formant ainsi le GT3 (Nakayama et

al., 1996). La différence de taille entre les deux isoformes est retrouvée au niveau de la région 

cytoplasmique N-terminale de l’enzyme.  

La GD3 synthétase est exprimée presque exclusivement dans le cerveau fœtal et adulte, mais 

également dans les tumeurs d’origine neuro-ectodermique. Plusieurs études ont ainsi démon-

tré une corrélation entre l’expression de la GD3 synthétase et les gangliosides complexes tels 

que le GD3 et le GD2 dans des cellules de mélanome, de neuroblastome et de glioblastome 
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(Thampoe et al., 1989 ; Ruan et Lloyd , 1992 ; Oblinger et al., 2006). A l’inverse, son expres-

sion est faible voire inexistante dans le parenchyme sain. 

Le gène ST8SIA1 codant la GD3 synthétase humaine est localisé sur le chromosome 12 en 

12p12.1-p11.2. Il est composé de 5 exons distincts, séparés de régions introniques ; 

l’ensemble est étendu sur environ 135 kilobases (kb) (Figure 17) (Furukawa et al., 2003). A 

l’image de diverses sialyltransférases, ce gène ne contient ni boîte TATA, ni boîte CAAT. La 

spécificité d’expression tissulaire de la GD3 synthétase semble essentiellement contrôlée par 

l’intermédiaire d’un promoteur répondant à des stimuli particuliers et induisant la transcrip-

tion d’ARNm possédant les mêmes exons codants mais des extrémités 5’ non traduites diffé-

rentes (Harduin-Lepers, 2010). La région 5’ non traduite de ST8SIA1 a été décrite dans le mé-

lanome et le glioblastome. Des expériences d’extension en 5’RACE ont montré la présence de 

multiples sites d’initiation de la transcription entre -650 et -400 pb en amont du codon 

d’initiation de la traduction. L’un de ces transcrits, exprimé dans les cellules Jurkat lors de 

l’apoptose ou encore dans les cellules de mélanome SK-MEL-2, est sous le contrôle d’un 

promoteur qui possède un site de fixation pour le facteur de transcription NF-κB (Kang et al., 

2006 ; Kang et al., 2007). Dans les cellules de glioblastome U-87MG et T98G, le contrôle de 

l’expression du gène ST8SIA1 s’effectue par les facteurs de transcription AREB6 et Elk-1 

(Dae et al., 2009). Les promoteurs de la GD3 synthétase de rat et de souris ont également été 

analysés, révélant la présence d’un site consensus pour la liaison du facteur SP1 (Zeng et al., 

1998 ; Takashima et al., 2000).  

Figure 17 : Organisation génomique de la GD3 synthétase humaine. Le gène ST8SIA1 est composé 
de 5 exons, notés de E1 à E5. Les tailles des exons et des introns sont indiquées en kb (adapté de Fu-
rukawa et al., 2003).  
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III. B. Rôles physiologiques et pathologiques 

des gangliosides

Depuis de nombreuses années, des travaux essentiellement basés sur la surexpression ou 

l’inhibition de la synthèse des gangliosides ont permis de mettre en évidence plusieurs fonc-

tions essentielles de ces GSLs acides, à la fois dans des modèles de cellules en culture et in 

vivo. Il est ainsi possible de citer des rôles dans la reconnaissance cellulaire, la modulation des 

signaux transmembranaires, la prolifération, la migration, la différenciation cellulaire et plus 

généralement dans le développement et l’organisation tissulaire (Yamashita et al, 1999). De 

plus, les gangliosides sont manifestement impliqués dans la carcinogenèse (Dube et Bertozzi, 

2005). Dans la suite de cette partie introductive, nous nous intéresserons plus particulièrement 

aux gangliosides et à leurs fonctions dans la physiologique cellulaire et dans l’acquisition du 

phénotype cancéreux.  

III. B. 1. Fonctions des gangliosides dans la physiologie  
cellulaire et tissulaire 

L’ensemble des observations faites jusqu’à présent semble dresser deux grandes fonctions des 

gangliosides : ils sont ainsi impliqués dans la reconnaissance cellulaire et la modulation des 

signaux transmembranaires.  

III. B. 1. a) La reconnaissance cellulaire dépendante des gangliosides 

De par leur localisation au niveau de la membrane plasmique, les gangliosides sont directe-

ment impliqués dans la reconnaissance cellule-cellule et cellule-matrice, par l’intermédiaire 

notamment de molécules se liant spécifiquement aux glycannes (Glycan-Binding Proteins ou

lectines). Les gangliosides représentent également des récepteurs pour les pathogènes et les 

toxines. Quatre exemples développés succinctement ci-dessous pointent l’importance des 

gangliosides dans la physiologie des vertébrés. 

• Rôle dans l’immunité 

Les Siglecs (Sialic-acid-binding immunoglobulin-like lectins) constituent une famille particu-

lière de lectines qui se lient aux acides sialiques des chaines oligosacharidiques (Crocker et

al., 2007). La séquence disialylée Neu5Ac�2-8Neu5Ac, portées par les gangliosides com-

plexes de la série b- tels que le GD3, le GD1b et le GT1b, se lie préférentiellement à la Siglec-7 
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exprimée par les cellules immunitaires NK (Natural Killer) (Yamaji et al., 2002). Cette inte-

raction diminue l’activité cytotoxique des cellules NK (Nicoll et al., 2003).  

•  Rôle dans les interactions myéline-axone 

Un autre membre de la famille des Siglecs, la Siglec 4 ou MAG (Myelin-Associated Glyco-

protein), stabilise les interactions entre la myéline et les axones par un mécanisme dépendant 

des gangliosides. Cette lectine membranaire se fixe avec une forte affinité sur la séquence 

glycannique terminale Neu5Ac�2-3Gal�1-3GalNAc des deux gangliosides majoritairement 

exprimés dans le cerveau : le GD1a et le GT1b (Schnaar, 2010). Des souris KO homozygotes 

pour le gène codant la GM2/GD2 synthétase (b4galnact1
-/-) présentent une dégénérescence axo-

nale et une démyélinisation des systèmes nerveux central et périphérique, une réduction du 

calibre axonal et des problèmes moteurs (Pan et al., 2005). Des phénotypes similaires ont été 

observés chez des souris KO pour le gène Mag ou double KO st3gal5
-/-/b4galnact1

-/- (Yamas-

hita et al., 2005 ; Pan et al., 2005). Ces résultats laissent donc présager un rôle essentiel des 

interactions MAG-GD1a/GT1b dans la stabilité myéline-axone (Figure 18). 

Figure 18 : Représentation schématique de 
l’interaction entre la Siglec-4, ou MAG, et les 
gangliosides complexes GD1a et GT1b. Les inte-
ractions spécifiques entre le récepteur MAG, 
exprimé par la myéline, et les gangliosides GD1a

et GT1b des axones sont essentielles pour mainte-
nir l’intégrité des systèmes nerveux central et 
périphérique. Les voies de signalisation intracel-
lulaire engendrant la stabilité et l’architecture 
axonale, ainsi que l’inhibition de la croissance de 
ce dernier sont encore peu connues (image adap-
tée de Schnaar, 2010). 

• Rôle dans les interactions avec les virus, bactéries et toxines 

Depuis plusieurs décennies, les gangliosides sont décrits comme les points d’ancrage de di-

vers pathogènes à la surface des cellules de mammifères. Les gangliosides ont ainsi été décrits 

comme des récepteurs du virus de la grippe, bien qu’ils ne semblent pas indispensables à 

l’infection virale par le virus H1N1 (Suzuki, 1994 ; Ablan et al., 2001 ; Matrosovich et al., 
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ne forte expression du GM3 inhibe la fusion de l’enveloppe 

avec la membrane des cellules hôtes, en empêchant l’interaction du virus

, 2004).

Les gangliosides sont également utilisés comme récepteurs par différentes toxines

crite est la toxine cholérique libérée par la bactérie Vibrio cholerae

ci à la paroi intestinale. La première étape du mode d’action de l’exotoxine prot

unité B au monosialoganglioside GM1 (Figure 

, une dissociation et une internalisation de la

cellule intestinale. La toxine cholérique catalyse ensuite l’addition d’

nosine diphosphate sur l’arginine R201, indispensable à l’activité GTPasique de la protéine 
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canaux ioniques (Figure 19). D’autres toxines bactériennes peuvent égal

ment se fixer aux gangliosides comme la toxine tétanique (GD1b et GT1b) et

(Eidels et al., 1983). 
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• Rôle dans les interactions avec les protéines de la matrice  
 extracellulaire 

Les gangliosides sont impliqués dans les interactions cellule-matrice soit par une liaison di-

recte avec des protéines matricielles (exemple : GD3 et collagène ou laminine), soit par une 

interaction avec des récepteurs d’adhérence cellulaire : les intégrines. Ainsi, en utilisant une 

forme recombinante et purifiée de l’intégrine �5�1, Wang et ses collaborateurs ont mis en 

évidence une fixation du ganglioside GT1b au domaine extracellulaire de la sous unité �5 du 

récepteur, par des interactions carbone-carbone. Ce phénomène inhibe l’interaction de 

l’intégrine avec la fibronectine, et contrôle par conséquent la survie et la migration de kérati-

nocytes via une inhibition de la voie de signalisation PI3K/Akt (Wang et al., 2001a ; 2001b). 

Inversement, le GM3 favorise l’adhérence à la fibronectine d’une lignée de carcinome mam-

maire murin par une interaction GM3-�5�1 dépendante (Zheng et al., 1993).  

Les gangliosides favorisent également la formation de complexes supramoléculaires dans 

lesquels les signaux sont intégrés. Dans les cellules neuronales par exemple, la laminine-1 se 

lie au GM1, induisant une relocalisation du récepteur aux neurotrophines TrkA et de la chaîne 

�1 des intégrines dans les radeaux lipidiques. Ceci provoque le recrutement de molécules de 

signalisation intracellulaire Lyn, Akt et MAPK et la croissance neuronale (Ichikawa et al., 

2009). 

De ces diverses observations, Hakomori a défini un rôle essentiel des complexes ganglioside-

intégrine-tétraspanine dans les interactions avec la matrice et la modulation des signaux 

transmembranaires (Todeschini et Hakomori, 2008a). 

III. B. 1. b) La modulation des signaux transmembranaires 

Au sein des glycosynapses, les gangliosides peuvent interagir avec d’autres GSLs ou avec des 

protéines transmembranaires, ajoutant ainsi un mode de régulation additionnel à l’activité des 

RTKs (Prinetti et al., 2009). L’inhibition ou la surexpression de gangliosides dans des mo-

dèles in vitro et in vivo ont des effets sur la signalisation cellulaire, via une interaction directe 

ou indirecte avec les canaux ioniques et les récepteurs à activité tyrosine kinase.  

• Signalisation des canaux ioniques 

Les gangliosides peuvent moduler l’activité de certains canaux ioniques et ainsi influencer la 

concentration intracellulaire d’ions calcium et sodium.  
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Dans la maladie de Landing (ou gangliosidose à GM1), l’accumulation de GM1 au niveau des 

MAM altère le dynamisme du flux calcique par une activation des canaux inositol trisphos-

phate IP3 réticulaires. Cet événement induit la perméabilisation mitochondriale, le relargage 

de facteurs pro-apoptotiques et la mort de cellules neuronales (Figure 20) (Sano et al., 2009).  

En parallèle, la formation du complexe GM1/intégrine �5�1 active spécifiquement l’ouverture 

des canaux calciques TRPC5 (Transient Receptor Potential cation Channel) et favorise la 

croissance neuronale (Wu et al., 2007). Récemment, il a été démontré que le GM3, et non le 

GM1, peut spécifiquement réguler l’activité du récepteur alpha-synucléine et soulève la possi-

bilité que ce ganglioside, exprimé de façon minoritaire au niveau du cerveau, puisse jouer un 

rôle préventif dans la maladie de Parkinson (Di Pasquale et al., 2010). 

Figure 20 : Représentation schématique de la signalisation calcique dépendante du GM1 dans la 
maladie de Landing. L’ouverture des canaux calciques réticulaires au niveau des MAM induit un 
relargage d’ions Ca2+, qui perturbent la perméabilité membranaire mitochondriale et provoquent 
l’apoptose des cellules neuronales (image issue de Sano et al., 2009). 

• Signalisation des récepteurs à activité tyrosine kinase (RTKs) 

� Modulation de la réponse à l’insuline 

Les récepteurs à l’insuline sont des RTKs dont l’activité et la signalisation associée sont régu-

lées par les gangliosides. Depuis quelques années, le GM3 est décrit comme le ganglioside 

responsable, en partie, de l’acquisition de l’insulino-résistance. Les premières évidences d’une 

telle régulation ont été apportées dans un modèle adipocytaire murin mimant le diabète de 
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type 2. Les auteurs ont alors montré que l’atténuation de la signalisation du récepteur à 

l’insuline, induite par le TNF-�, s’accompagne d’une augmentation de la biosynthèse du GM3, 

par un mécanisme de régulation transcriptionnelle (Tagami et al., 2002). L’ajout exogène de 

GM3 mime les effets du TNF-� sur la voie de signalisation de l’insuline, c'est-à-dire inhibe la 

phosphorylation du récepteur correspondant et de son substrat IRS-1 (Tagami et al., 2002 ; 

Kabayama et al., 2005) (Figure 21). Ces résultats ont été confortés in vivo dans un modèle de 

souris KO st3gal5
-/-. Ces animaux, incapables de synthétiser le GM3 et les gangliosides déri-

vés, présentent une sensibilité accrue à l’insuline, corrélée à une augmentation de la phospho-

rylation du récepteur dans le muscle squelettique (Yamashita et al., 2003). Des travaux ré-

cents ont mis en lumière le mécanisme moléculaire impliqué dans ce phénomène physiopa-

thologique (Figure 21). Des expériences d’immunoprécipitation, de co-localisation et de 

FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) ont permis de dresser un modèle dans 

lequel les interactions entre le GM3, le récepteur à l’insuline et la cavéoline-1 sont compéti-

tives. Dans les microdomaines riches en GM3, ce récepteur se lie spécifiquement aux monosia-

logangliosides, et les cellules deviennent résistantes à l’insuline. A l’inverse, en absence de 

GM3, le récepteur s’associe à la cavéoline-1 au sein des cavéoles. Ce complexe est relative-

ment immobile au sein des radeaux lipidiques, ce qui facilite la liaison du ligand à son récep-

teur et rend les cellules insulino-sensibles (Kabayama et al., 2007).  

Parallèlement, la surexpression de la sialidase Neu3 au niveau du foie de souris C57BL/6 

augmente la sensibilité hépatique à l’insuline, par une modification de la composition en gan-

gliosides (accumulation de GM1 au détriment du GM3) (Yoshizumi et al., 2007).  

  



Introduction bibliographique 

�
88

Figure 21: Mécanisme de résistance à l’insuline dans les adipocytes. La membrane plasmique est 
composée de domaines riches en sphingolipides et cholestérol, nommés radeaux-lipidiques, compre-
nant les cavéoles et les microdomaines riches en glycosphingolipides (GEM ou Glycosphingolipids-

enriched microdomains). Le récepteur à l’insuline réside au niveau des cavéoles où il interagit avec la 
cavéoline-1. Cette interaction est nécessaire à la signalisation métabolique de l’insuline, faisant inter-
venir son substrat IRS-1. Dans les adipocytes, la localisation du récepteur dans les cavéoles peut être 
perturbée par une concentration élevée en gangliosides GM3, en réponse à une réaction inflammatoire. 
Celui-ci est alors mobile au sein des GEM, ce qui rend les adipocytes insulino-résistants (images adap-
tées de Kabayama et al., 2007). 

� Modulation de la réponse des récepteurs aux facteurs de croissance : exemple du ré-
cepteur à l’EGF (EGFR) 

Ubiquiste, le GM3 est un ganglioside multifonctionnel. Outre son rôle dans la signalisation de 

l’insuline, il inhibe également la phosphorylation du récepteur à l’EGF, sans interférer avec la 

fixation du ligand (Bremer et al., 1986). A l’inverse, le dé-N-acétyl-GM3, produit de dégrada-

tion du GM3, semble stimuler l’activité kinasique du récepteur et par conséquent, la croissance 

de cellules cancéreuses (Zhou et al., 1994). L’inhibition de l’activation de l’EGFR est dépen-

dante des interactions carbone-carbone entre le GM3 et les résidus GlcNAc terminaux des 

chaines N-glycanniques portées par le récepteur (Yoon et al., 2006 ; Kawashima et al., 2009). 

En revanche, le GD1a augmente à la fois l’autophosphorylation de l’EGFR et l’activation des 

molécules de signalisation intracellulaire Ras et MAPK (Liu et al., 2004 ; Kaucic et al., 

2006). Le GD1a favorise la dimérisation de l’EGFR, en présence ou en absence du ligand.  

Une grande majorité des récepteurs aux facteurs de croissance sont régulés « positivement » 

ou « négativement » par les gangliosides ; la figure 22 récapitule de manière non exhaustive 
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les effets des gangliosides sur les RTKs
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stablement les gangliosides d’intérêt à la surface cellulaire,

pour se rapprocher des conditions physiologiques et

permettront de déterminer finement le

l’activité des RTKs.  
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III. B. 2. Rôle des gangliosides complexes dans le processus de 

   cancérisation 

Alors que l’expression des gangliosides complexes est limitée dans les tissus sains adultes, 

une augmentation d’expression de ces GSL acides est observée dans des maladies diverses 

telles que l’athérosclérose, la maladie de Creutzfeld-Jacob, la sclérose en plaques et dans une 

variété de tumeurs d’origine neuro-ectodermique (Wen et al., 1999 ; Ohtani et al., 1996 ; Fu-

rukawa et al., 2006). A ce titre, le GD3, le GD2 et le GT3 sont considérés comme des marqueurs 

oncofœtaux du mélanome et du neuroblastome. Les effets biologiques engendrés par leur su-

rexpression n’ont pas encore tous été clairement démontrés, mais il a cependant été prouvé 

que ces AGAT jouent un rôle clef lors du développement tumoral. 

III. B. 2. a) Les gangliosides complexes dans les tumeurs d’origine 

 neuro-ectodermique 

• Rôle prédominant du ganglioside GD3 dans le mélanome 

Le mélanome est une tumeur très agressive qui prend son origine au niveau de l’épiderme et 

des mélanocytes. Depuis plusieurs décennies, le GD3 est décrit comme un antigène glucidique 

spécifiquement associé au mélanome. Ce disialoganglioside est fortement exprimé dans les 

tissus et les lignées cellulaires établies, alors que son expression est très faible dans les méla-

nocytes sains (Portoukalian et al., 1979 ; Carubia et al., 1984 ; Thampoe et al., 1989). Il en est 

de même pour la GD3 synthétase, dont l’expression est d’ailleurs très marquée dans le modèle 

de cellules de mélanome SK-Mel-28 (Ruan et Lloyd, 1992 ; Yamashiro et al., 1995). Les li-

gnées et tissus de mélanome sont également enrichis en GD2, dé-N-acétyl-GD3, 9-O-acétyl-GD3

(CDw60) et 9-O-acétyl-GD2 (Chammas et al., 1999 ; Popa et al., 2007 ; Cheresh et al., 1984 ; 

Kohla et al., 2002 ; Yvon et al., 2009).  

L’inhibition de l’expression de la GD3 synthétase par l’utilisation de vecteurs anti-sens 

s’accompagne d’une forte diminution d’expression du GD3 et de son dérivé 9-O-acétylé à la 

surface des cellules de mélanome de hamster AbC-1. Ce phénotype particulier est corrélé à 

une diminution de la croissance tumorale, sans affecter la mélanogenèse (Birklé et al., 2000). 

Afin d’appréhender le rôle du GD3 dans le développement de la tumeur primaire et 

l’apparition de métastases, l’équipe du Pr. Koichi Furukawa a utilisé les propriétés d’une li-

gnée dérivée du modèle SK-Mel-28 : le mutant SK-Mel-28-N1, déficient en GD3, dont les ca-

pacités de prolifération sont nettement réduites in vitro et in vivo (Nakano et al., 1996). Ce 
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modèle a été obtenu après traitement des cellules SK-Mel-28 avec un anticorps anti-GD3

(R24) et dilution clonale des cellules résistantes (Nakano et al., 1996). La surexpression stable 

de la GD3 synthétase dans les cellules SK-Mel-28-N1 (GD3S+) conduit à la traduction d’une 

protéine active dont la conformation et la localisation cellulaire permettent la conversion du 

GM3 en GD3. Les cellules GD3S+ prolifèrent et migrent davantage que des cellules contrôle, et 

ceci dans différentes conditions de culture testées (Hamamura et al., 2005 ; Furukawa et al., 

2006). Ces observations phénotypiques s’accompagnent de la phosphorylation de trois pro-

téines adaptatrices majeures, impliquées dans les phénomènes de prolifération, d’invasion et 

de motilité : la paxilline, p130Cas et la kinase d’adhésion focale FAK (Focal Adhesion Ki-

nase) (Hamamura et al., 2005 ; 2008 ; Turner, 2000 ; Defilippi et al., 2006). Ces chercheurs 

ont également montré que l’activation des protéines p130Cas et FAK est directement corrélée 

à la croissance et à la migration in vitro des cellules GD3 positives, alors que la paxilline est 

liée aux propriétés invasives.  

En parallèle, plusieurs études ont démontré que le GD3 favorise l’adhérence de cellules de 

mélanome à la fibronectine, à la laminine et au collagène de type I ou IV. Le GD3 pourrait 

ainsi jouer un rôle crucial dans l’invasion tumorale, en agissant comme un médiateur de la 

formation de métastases au travers d’interactions directes avec les éléments de la matrice ex-

tracellulaire ou indirectes par l’intermédiaire des intégrines (Nakano et al., 1999 ; Birklé et 

al., 2003 ; Kuphal et al., 2005). Dans ce contexte, Ohkawa et ses collaborateurs ont récem-

ment montré que l’adhérence des cellules SK-Mel-28-N1 GD3S+ au collagène de type I im-

plique une co-localisation du GD3 et de la chaîne �1 des intégrines au sein des radeaux lipi-

diques et des microdomaines riches en glycosphingolipides (GEM) (Figure 23). Cet événe-

ment entraine une augmentation de l’activation des protéines FAK et paxilinne mais aussi de 

la voie de signalisation IKL-Akt (Integrin-Linked Kinase-Akt), et renforce par conséquent les 

capacités prolifératives et migratoires de ces cellules (Ohkawa et al., 2010). 
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Figure 23 : Effets de l’expression du ganglioside G
tumorales de mélanome. L’expression du 
cellules de mélanome, en modulant l’activation de récepteurs
grines. Ces effets sont transmis par l’
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Les tumeurs solides synthétisent et libèrent des gangliosides dans leur microenvironnement 

qui pourraient également favoriser leur développement en inhibant la réponse immunitaire de 

l’organisme (Li et al., 1995). Ainsi, le GD3, mais également le GM3, purifiés à partir de méla-

nome humain, inhibent la différenciation et induisent l’apoptose de cellules dendritiques (Pé-

guet-Navarro et al., 2003). Cette mort cellulaire programmée est dépendante de l’activation 

des caspases, et implique une interaction directe du GD3 avec les mitochondries ainsi que la 

production d’anions superoxide (Bennaceur et al., 2009).  

Finalement, le GD3 pourrait avoir une importance dans la radiorésistance des tumeurs de mé-

lanome : la sensibilité aux radiations de cellules de mélanome humain M4Be serait en effet 

inversement corrélée à la quantité totale de gangliosides et à la présence de GD3 (Thomas et 

al., 1996 ; 1997). 

• Rôle dans les tumeurs cérébrales 

Les gangliosides sont désormais décrits pour leur implication dans la cancérogenèse des tissus 

neuronaux.  

Les tumeurs cérébrales ou tumeurs intracrâniennes regroupent toutes les tumeurs bénignes ou 

malignes qui se développent dans la boîte crânienne, aux dépens du cerveau ou des structures 

anatomiques voisines: méninges, nerfs crâniens, hypophyse... Les tumeurs cérébrales pri-

maires les plus fréquentes sont les tumeurs gliales ou gliomes. Elles sont appelées astrocy-

tomes, oligoastrocytomes ou oligodendrogliomes, en fonction du type cellulaire qui leur a 

donné naissance (astrocyte ou oligodendrocyte). On peut encore nommer les méningiomes, 

qui se développent très lentement à partir des méninges, les médulloblastomes ou encore les 

germinomes.  

Le neuroblastome représente la tumeur solide extracrânienne la plus fréquente chez le jeune 

enfant. Ce cancer se développe à partir des cellules embryonnaires de la crête neurale qui 

constituent le système nerveux autonome sympathique.  

Les disialogangliosides GD3 et GD2 sont décrit comme les AGAT principalement surexprimés 

dans les astrocytomes, les médulloblastomes, les méningiomes et les neuroblastomes (Berra et

al., 1985 ; Shinoura et al., 1992 ; Ladisch et al., 1997 ; Ruan et al., 1999). A l’inverse, les 

gangliosides complexes de la série b-, GD1b, GT1b et GQ1b, sont moins exprimés dans les tu-

meurs et les cellules de neuroblastome que dans les tissus sains, et cette absence d’expression 
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serait associée à un mauvais pronostic de survie pour des enfants atteints de ce cancer (Hett-

mer et al., 2003 ; 2005). Une analyse en PCR en temps réel de l’expression des ARNm des 

GTs impliquées dans la biosynthèse des gangliosides, dans 137 biopsies issues de patients 

atteints de gliome à différents stades, a permis de mettre en lumière les valeurs pronostiques 

des GD3 et GD2 synthétases. Les résultats de cette étude montrent qu’une forte expression de la 

GD3 synthétase, concomitante à une faible expression de la GD2 synthétase, est corrélée positi-

vement à la survie globale des patients (Oblinger et al., 2006). L’expression de la GD2 synthé-

tase peut également être utilisée comme valeur pronostique pour les neuroblastomes très 

agressifs de grade IV, qui engendrent des métastases au niveau de la moelle osseuse (Cheung 

et al., 2003; 2004). 

Les travaux de l’équipe de Yu ont permis de mettre en évidence le rôle joué par le GD3 dans 

les phénomènes prolifératifs et invasifs des cellules cancéreuses du système nerveux. Ces 

chercheurs ont montré que l’inhibition de l’expression de la GD3 synthétase dans des cellules 

de neuroblastome s’accompagne d’une diminution de la croissance et de la migration cellu-

laire in vitro ainsi que de la croissance tumorale et de la formation de métastases dans un mo-

dèle de xénogreffe en souris Nude (Zeng et al., 1999 ; 2000). Au contraire, la surexpression 

de la GD3 synthétase augmente la tumorigenèse et l’invasion de cellules tumorales gliales de 

rat, alors que l’utilisation d’anticorps anti-GD3 inhibe spécifiquement la croissance tumorale 

(Sottocornola et al., 1999 ; Hedberg et al., 2000). 

A noter, deux études ont rapporté l’effet apoptogène du GD3 endogène dans une lignée de 

gliome et dans des oligodendrocytes en culture (Simon et al., 2000 ; Saqr et al., 2006). La 

concentration et la localisation fine des gangliosides, et notamment du GD3, semblent ainsi 

définir leur rôle dans les tumeurs d’origine neuro-ectodermique. 

Le mécanisme moléculaire impliquant le GD2 dans la cancérogenèse des tumeurs cérébrales 

n’a pas encore été mis en avant, même si cet AGAT est utilisé depuis quelques années comme 

cible thérapeutique d’intérêt dans les thérapies anticancéreuses (point développé dans le para-

graphe III.B.2.d). Le GD2 semblerait cependant jouer un rôle immunosuppresseur dans le neu-

roblastome (Li et al., 1996). 

Le ganglioside simple GM3 quant à lui présente les effets inverses sur les tumeurs gliales: in-

hibition de la prolifération cellulaire concomitante à une induction de l’apoptose (Noll et al., 

2001 ; Fujimoto et al., 2005). Le GM3 pourrait diminuer la prolifération des cellules neuro-

nales en bloquant le cycle cellulaire et en favorisant l’apoptose, par l’intermédiaire d’un inhi-
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biteur de la kinase cycline-dépendante p27Kip1 (Nakatsuji et Miller, 2001). Il a également été 

démontré que la prolifération de cellules de neuroblastome humain est réduite en présence des 

gangliosides GM3, GM1, GD1a et GT1b, via une inhibition de la phosphorylation de l’EGFR 

(Mirkin et al., 2002). Récemment, le rôle de la sialyltransférase ST6GalNAc V, responsable 

de la biosynthèse des gangliosides de la série �, a été mis en évidence dans le gliome. La su-

rexpression de ST6GalNAc V et du ganglioside GM2� inhibe l’invasion et la croissance tumo-

rale de cellules gliales U373G (Kroes et al., 2010).  

III. B. 2. b) Les gangliosides complexes dans les tumeurs pulmonaires 

Les tumeurs pulmonaires expriment différents gangliosides tels que le N-glycolyl-GM3, le 

GM2, le GM1, le fucosyl-GM1, le GD3, le 9-O-acétyl-GD3 et le GD2 (Yoshida et al., 2001). Ce-

pendant, seuls les gangliosides complexes de la série b-, et notamment le GD2, sont néo-

exprimés dans le cancer du poumon à petites cellules (SCLC ou Small Cell Lung Cancer) 

(Cheresh et al., 1986 ; Grant et al., 1996). Cette expression est liée à celle de la GD3 synthé-

tase, enzyme clef du métabolisme gangliosidique (Yoshida et al., 2001). 

Le GD2 représente non seulement un marqueur de ce cancer particulier, mais il est également 

impliqué dans l’acquisition de la malignité. En effet, l’expression du GD2 à la surface des cel-

lules SK-LC-17, par transfection stable d’un vecteur codant la GD3 synthétase, est nécessaire 

et suffisante pour accroître la croissance cellulaire et l’invasion de cellules SCLC (Yoshida et

al., 2001). A l’inverse, l’inhibition de l’expression du GD2 par ARN interférence de la GD3

synthétase réduit la prolifération cellulaire in vitro et la croissance tumorale dans un modèle 

de souris immunodéprimées (Ko et al., 2006).  

Des expériences de compétition à l’aide d’anticorps anti-GD2 masquant la partie saccharidique 

permettent d’inhiber la prolifération tout en induisant l’apoptose des cellules SCLC, par un 

mécanisme dépendant des voies de signalisation ERK/MAPK et p38/MAPK (Yoshida et al., 

2001 ; Aixinjueluo et al., 2005). L’incubation de cellules pulmonaires GD2 positives avec un 

anti-GD2 provoque très rapidement leur détachement des boites de culture et l’apoptose par 

anoïkis. Cette mort cellulaire joue un rôle critique dans l’homéostasie tissulaire des épithé-

liums par un contrôle physiologique de la dissémination des cellules dans l’organisme. Les 

anticorps anti-GD2 assurent un changement de conformation des intégrines, une déphosphory-

lation des protéines FAK et ERK et une activation de la protéine p38 (Figure 24) (Aixinjue-

luo et al., 2005). De plus, l’effet des anticorps anti-GD2 est renforcé par l’utilisation de di-
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III. B. 2. c) Expression des gangliosides complexes dans d’autres 

 types de cancer 

Le 9-O-acétyl-GD3 est surexprimé dans une forme particulière de leucémie touchant les cel-

lules immatures de la moelle osseuse : la leucémie aiguë lymphoblastique (LAL). De manière 

intéressante, l’expression du motif acétylé semble protéger ces cellules de la mort cellulaire 

programmée (Mukherjee et al., 2008). En parallèle, la sialidase Neu3 est sous-exprimée dans 

les LAL, en termes d’expression transcriptionnelle et d’activité enzymatique. L’expression de 

cette enzyme a d’ailleurs été associée à la progression de la maladie : la Neu3 est exprimée 

par les lymphoblastes après une chimiothérapie, alors qu’elle est de nouveau faiblement dé-

tectée en cas de rechute. De plus, cette faible expression de la sialidase a été corrélée à la dé-

tection du motif 9-O-acétyl-GD3 (Mandal et al., 2010). 

Les gangliosides GM3, GM2, GD2, 9-O-acétyl-GD2, GD1a et GM1b sont détectés dans les cancers 

ovariens. Le GD1a est retrouvé également dans le plasma et le liquide d’ascite des patientes, ce 

qui traduit un relargage de ce ganglioside dans le microenvironnement tumoral (Ravindranath 

et al., 2007).  

III. B. 2. d) Les thérapies anticancéreuses visant les gangliosides

De par leur implication dans la tumorigenèse, les gangliosides semblent constituer une cible 

de premier intérêt dans la thérapie anticancéreuse. Bien que les AGAT exprimés à la surface 

des cellules tumorales puissent être antigéniques, ils sont rarement immunogènes. De mul-

tiples signaux semblent nécessaires pour activer une forte réponse immunitaire cellulaire 

contre les AGAT, via les lymphocytes T. Dans ce contexte, des outils thérapeutiques inno-

vants, basés sur l’utilisation d’anticorps monoclonaux anti-gangliosides, sont en cours de dé-

veloppement et certains ont atteint les phases d’essais cliniques chez des patients atteints de 

mélanome, de neuroblastome ou encore de cancer du poumon à petites cellules. Les études les 

plus approfondies ont été menées sur le mélanome. 

Le mélanome représente une pathologie de plus en plus fréquente, sévère, pour laquelle les 

traitements standards sont peu efficaces. Etant données la chimio- et la radiorésistance intrin-

sèque de la tumeur primaire ainsi que le développement rapide de métastases incurables, de 

grands espoirs se portent désormais sur l’immunothérapie. Le développement de techniques 

de surveillance immunologique, la découverte de cytokines nécessaires à la culture ex vivo de 

cellules dendritiques et la caractérisation de nombreux antigènes tumoraux ont ouvert de nou-



Introduction bibliographique 

�
98

velles voies thérapeutiques possibles (Ghiringhelli et Zitvogel, 2006). Nous nous focaliserons 

dans ce paragraphe sur le développement de stratégies vaccinales ciblant les gangliosides dans 

le mélanome (III.B.2.a).  

Les premiers essais thérapeutiques dits passifs ont été entrepris à l’aube des années 1980, avec 

l’anticorps murin R24 (Dippold et al., 1980 ; Houghton et al., 1985). Les effets anti-tumoraux 

de cet anticorps monoclonal, qui reconnait spécifiquement le disialoganglioside GD3, ont été 

rapportés chez la souris et lors de nombreux essais cliniques. L’anticorps R24 favorise in vitro

une toxicité dépendante du complément et une cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante 

des anticorps ; il bloque et réprime également la croissance tumorale dans des modèles ani-

maux (Nasi et al., 1997). Cependant le R24, utilisé seul ou en combinaison avec des cytokines 

ou avec des agents chimio-thérapeutiques, présente des résultats limités chez les patients. Ceci 

est lié au fort potentiel immunogène de l’anticorps (Houghton et al., 1985 ; Vadhan-Raj et al., 

1988 ; Bajorin et al., 1990 ; Kirkwood et al., 2000). Dans ce contexte, un anticorps chimé-

rique KM871 a été développé (Shitara et al., 1993). L’injection intraveineuse de KM871 ra-

diomarqué réduit significativement la croissance tumorale par un ciblage spécifique de la tu-

meur primaire chez des souris Nude (Scott et al., 2001). De plus, des résultats cliniques préli-

minaires semblent indiquer que le KM871, stable in vivo, présente un potentiel thérapeutique 

intéressant pour le traitement de malades atteints de mélanome au stade métastasique (Scott et 

al., 2005).  

Une autre stratégie vaccinale passive consiste à injecter des lymphocytes T humains, manipu-

lés génétiquement ex vivo et qui reconnaissent un ganglioside d’intérêt néo-exprimé dans le 

mélanome. Ainsi, l’équipe de Brenner a mis au point un modèle de lymphocytes T capable de 

se fixer spécifiquement au GD2. Ces cellules effectrices expriment un récepteur chimérique 

composé d’un domaine extracellulaire reconnaissant le GD2 (dérivé de l’anticorps anti-GD2

sc14.G2a) et du domaine intracellulaire des molécules de co-stimulation CD28 et OX40 (Fi-

gure 25 ; Yvon et al., 2009). L’expression du GD2 à la surface de cellules primaires de méla-

nome permet une reconnaissance à la fois in vitro et in vivo par le récepteur chimérique, une 

activation et une prolifération des lymphocytes T via les molécules CD28 et OX40, et une 

cytotoxicité contre les cellules tumorales (Figure 25 ; Yvon et al., 2009). A noter : bien que le 

GD2 ne soit pas le ganglioside majoritairement exprimé par les cellules de mélanome, son ex-

pression est suffisante pour être ciblé et provoquer une réponse cytotoxique efficace chez la 

souris, via les lymphocytes T chimères. Des expériences similaires ont été décrites récem-

ment : l’injection de lymphocytes T porteurs de récepteurs chimériques spécifiques du GD3, 
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combinée à la cytokine IL 2, induit une rémission de la tumeur chez des souris Nude (Lo et 

al., 2010).  

A B

Figure 25 : Stratégie vaccinale utilisant des lymphocytes T manipulés génétiquement. A. La mise 
au point d’un modèle de lymphocytes T, exprimant un récepteur chimérique composé d’un domaine 
extracellulaire reconnaissant le GD2 et du domaine intracellulaire des molécules de co-stimulation 
CD28 et OX40, est réalisée ex vivo. B. Les cellules de mélanome qui expriment du GD2 à la surface 
cellulaire sont reconnues à la fois in vitro et in vivo par le récepteur chimérique. Cette reconnaissance 
spécifique entraine une activation et une prolifération des lymphocytes T via les molécules CD28 et 
OX40 et une cytotoxicité contre les cellules tumorales par libération de granzymes, de perforines ou 
encore de cytokines pro-inflammatoires (schémas adaptés de Yvon et al., 2009 ; Cartellieri et al., 
2010).  

Actuellement, les immunologistes développent des stratégies d’immunothérapie active qui 

consistent à induire une réponse immunitaire T primaire in vivo. Des vaccins dont 

l’immunogène est une molécule comprenant une protéine porteuse lactone-KLH sur laquelle 

sont greffées des structures gangliosidiques GD2 ou GD3, combiné à une solution adjuvante, 

présentent un potentiel thérapeutique intéressant pour le traitement des malades (Figure 26 ; 

Ragupathi et al., 2000 ; 2003). Ils induisent la production d’anticorps anti-GD2 ou anti-GD3, et 

stimulent une cytotoxicité dépendante du complément chez la majorité des patients (Ragupa-

thi et al., 2000 ; 2003 ; Chapman et al., 2004).  
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Figure 26 : Structure du GD2 et de la molécule GD2-lactone-KLH. 

Malgré la multitude d’essais thérapeutiques de vaccination anti-mélanome, aucun protocole 

n’a obtenu aujourd’hui de résultats assez convaincants pour modifier la thérapeutique actuelle 

de la maladie. Seul le GMK, développé par la société Progenics Pharmaceuticals aux Etats-

Unis, a atteint la phase III d’essais cliniques, et permet d’augmenter la survie globale des pa-

tients (Knutson, 2002). Les stratégies actuelles visent à créer des vaccins multi-antigéniques, 

capables de cibler plusieurs AGAT lors du même essai clinique (Dube et Bertozzi, 2005).  
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IV. OBJECTIFS DE LA THESE

IV. A. Contexte de la thèse

Bien qu’il existe un grand nombre d’études portant sur les anomalies d’expression des gan-

gliosides complexes et leurs conséquences sur la biologie de cellules issues de diverses tu-

meurs d’origine neuro-ectodermique, peu de données sont disponibles sur l’expression de ces 

AGAT dans les cellules et les tumeurs mammaires. 

Une étude clinique publiée en 1996 a permis de comparer l’expression tissulaire des ganglio-

sides dans des carcinomes canalaires infiltrants et dans des tissus mammaires sains par des 

techniques d’immuno-détection et de spectrométrie de masse. Cette étude révèle une augmen-

tation globale du taux de GSLs acides dans les tumeurs mammaires. Le GD3 semble être fai-

blement exprimé par les cellules épithéliales mammaires saines, tandis que son expression est 

nettement augmentée dans les carcinomes canalaires infiltrants (CCI). Le N-glycolyl-GM3, des 

formes O-acétylées du GD3 (9-O-acétyl-GD3 ou antigène CDw60) mais également du GT3, 

absents de la glande mammaire normale, sont ré-exprimés dans les CCI et semblent par con-

séquent constituer des marqueurs oncofœtaux d’intérêt dans le cancer du sein (Marquina et

al., 1996 ; Oliva et al., 2006). Les données concernant la composition en gangliosides des 

cellules cancéreuses mammaires, utilisées en routine au laboratoire, restent relativement par-

cellaires (Nohara et al., 1998). 

L’expression des GTs impliquées dans la biosynthèse des gangliosides peut également être 

altérée dans les tumeurs de sein. Deux études cliniques ont ainsi montré que l’expression du 

gène ST8SIA1, codant l’enzyme clef de la biosynthèse des gangliosides complexes, est aug-

mentée dans les tumeurs mammaires ER négatives et corrélée à un grade histopronostique 

élevé (Ruckhäberle et al., 2008 ; 2009). A l’inverse, une expression élevée de ST8SIA1 dans 

les tumeurs ER positives serait associée à une augmentation de la survie globale des patientes. 

Ces études ont été réalisées sur des banques de données publiques (Uppsala, Stockholm, Lon-

don, Oxford-Untreated, Oxford-Tamoxifen, Rotterdam, Villejuif, New-York, expO) ainsi que 

sur des données issues de l’hôpital de Frankfort.  

En parallèle, l’expression des GTs est altérée dans les cellules cancéreuses mammaires métas-

tatiques. Ainsi, des clones MDA-MB-231-MET, sélectionnés à partir de métastases osseuses, 

surexpriment le gène ST8SIA1 (Carcel-Trullols et al., 2006). Récemment, l’équipe de Massa-
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gué, leader mondial dans l’étude des dérégulations génétiques contrôlant la dissémination des 

cellules cancéreuses du sein, a mis en lumière le rôle spécifique du gène de sialyltransférase 

ST6GALNAC5 dans la formation des foyers métastasiques cérébraux (Bos et al., 2009 ; para-

graphe I.B.3.c). L’analyse de l’expression génique des cellules à haut potentiel métastatique a 

révélé l’existence d’une « signature des métastases cérébrales », qui regroupe un ensemble de 

17 gènes associés à une rechute des métastases cérébrales chez des patientes atteintes de can-

cer du sein (traitées ou non par des adjuvants). Parmi ces gènes, on retrouve entre autres les 

gènes favorisant l’extravasation pulmonaire décrit dans le paragraphe I.B.3.c : COX2, MMP1, 

ANGPTL4, HBEGF et EREG (Padua et al., 2008 ; Bos et al., 2009 ; Nguyen et al., 2009). 

Cependant, ST6GALNAC5 représente le seul gène caractéristique des métastases du cerveau ; 

son expression n’est retrouvée ni dans les ganglions lymphatiques, ni dans les métastases 

pulmonaires, osseuses ou hépatiques (Kang et al., 2003 ; Minn et al., 2005). L’expression de 

cette sialyltransférase, responsable en partie de la biosynthèse des gangliosides de la série �, 

est suffisante pour induire l’extravasation de cellules mammaires au travers la barrière héma-

to-encéphalique et infiltrer le parenchyme cérébral (Bos et al., 2009).  

Ce dernier papier a permis de démontrer le rôle clef de la sialylation de surface, et plus parti-

culièrement des gangliosides, dans la progression de la pathologie. Cependant, le mécanisme 

moléculaire par lequel les gangliosides renforcent l’agressivité du cancer du sein est inconnu 

et laisse place à de nombreuses investigations. 

Lorsque ce projet a été initié au sein du laboratoire du Professeur Delannoy, aucune corréla-

tion entre la surexpression de ST8SIAI dans les tumeurs ER négatives, les disialogangliosides 

et des paramètres d’agressivité tumorale n’avait été démontrée. Aucune étude sur ce sujet 

n’avait été publiée.  

IV. B. Les objectifs de la thèse

Etant donné l’incidence manifeste de l’expression des disialogangliosides sur l’évolution de 

nombreuses tumeurs, et compte tenu du peu de données disponibles sur l’expression de ces 

gangliosides dans le cancer du sein, il nous est apparu essentiel d’étudier les effets de 

l’expression de ST8SIA1 sur le comportement de cellules cancéreuses de sein.  
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Pour ce faire, différentes approches ont été employées : 

� Une approche descriptive 

Dans un premier temps, mon travail a consisté à caractériser la biosynthèse des gangliosides 

dans des cellules cancéreuses de sein (MDA-MB-231, MCF-7, T47-D et BT-20) et dans un 

modèle de cellules mammaires immortalisées non tumorales (MCF10A), par des techniques 

d’immunocytochimie, de microscopie confocale, de cytométrie de flux, de spectrométrie de 

masse et de PCR quantitative.  

� Une approche fonctionnelle 

Dans un second temps, nous avons induit l’expression de la GD3 synthétase (GD3S) dans des 

cellules cancéreuses mammaires, par transfection stable du vecteur pcDNA3-ST8Sia I. Nous 

avons obtenu un modèle MDA-MB-231 GD3S+, accumulant des gangliosides complexes des 

séries b- et c- à la surface cellulaire. Nous avons analysé l’incidence de ce nouveau profil 

gangliosidique sur la biologie des cellules de cancer de sein, en termes de prolifération, de 

migration et d’adhérence. L’effet de l’expression de la GD3 synthétase sur le développement 

tumoral a également été évalué en modèle animal. 

� Une approche mécanistique 

Finalement, nous avons déterminé le mécanisme moléculaire par lequel les cellules MDA-

MB-231 GD3S+ prolifèrent en absence de sérum et de facteurs de croissance. Nous avons plus 

particulièrement analysé l’effet de l’expression des gangliosides complexes sur l’activation 

constitutive du récepteur c-Met, et des voies de signalisation associées MEK/ERK et 

PI3K/Akt. 

L’ensemble des résultats obtenus au cours de cette thèse sont présentés sous forme d’articles, 

publiés dans les journaux Biological Chemistry, Molecular Cancer Research et prochaine-

ment soumis dans Glycobiology. 
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Article 1: GD3 synthase overexpression enhances  

proliferation and migration of MDA-MB-231 breast 

cancer cells 

Dans ce premier article, nous avons analysé la biosynthèse des gangliosides dans un ensemble 

de lignées cellulaires de sein (MDA-MB-231, MCF-7, T47-D, BT-20, MCF-10A). Nous 

avons tout d’abord montré que l’ensemble de ces cellules se caractérisent par un profil 

d’expression gangliosidique restreint, qui se limite essentiellement au GM1. Les gangliosides 

complexes des séries b- et c- n’ont pu être détectés. Ce profil d’expression est en accord avec 

l’expression transcriptionnelle des enzymes impliquées dans la biosynthèse du GD3, analysée 

en PCR en temps réel. Afin d’évaluer les effets de l’expression de la GD3 synthétase sur le 

comportement de cellules cancéreuses mammaires, un modèle de cellules MDA-MB-231, qui 

exprime stablement des gangliosides complexes des séries b- (GD3, GD2) et c- (GT3), a été mis 

au point et caractérisé. Nous avons pu démontrer que ce changement d’expression des gan-

gliosides contribue à accroître la prolifération et la migration des cellules MDA-MB-231, en 

particulier en absence de sérum et de facteurs de croissance exogènes.  

Ces premiers résultats ont fait l’objet d’une publication dans le journal Biological Chemistry

en 2009.  
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Abstract

The disialoganglioside GD3 is an oncofetal marker of a

variety of human tumors including melanoma and neu-

roblastoma, playing a key role in tumor progression. GD3

and 9-O-acetyl-GD3 are overexpressed in approximately

50% of invasive ductal breast carcinoma, but no rela-

tionship has been established between disialoganglio-

side expression and breast cancer progression. In order

to determine the effect of GD3 expression on breast

cancer development, we analyzed the biosynthesis of

gangliosides in several breast epithelial cell lines includ-

ing MDA-MB-231, MCF-7, BT-20, T47-D, and MCF10A,

by immunocytochemistry, flow cytometry, and real-time

PCR. Our results show that, in comparison to tumors,

cultured breast cancer cells express a limited pattern of

gangliosides. Disialogangliosides were not detected in

any cell line and GM3 was only observed at the cell

surface of MDA-MB-231 cells. To evaluate the influence

of GD3 in breast cancer cell behavior, we established and

characterized MDA-MB-231 cells overexpressing GD3

synthase. We show that GD3 synthase expressing cells

accumulate GD3, GD2, and GT3 at the cell surface. More-

over, GD3 synthase overexpression bypasses the need of

serum for cell growth and increases cell migration. This

suggests that GD3 synthase overexpression may contrib-

ute to increasing the malignant properties of breast

cancer cells.

Keywords: breast cancer; cell proliferation;

gangliosides; GD3 synthase; MDA-MB-231.

Introduction

Changes of cell surface glycosylation are one of the most

important modifications that occur in oncogenesis. Both

glycoproteins and glycolipids carbohydrate moieties

are affected by cellular transformation, leading to the

appearance or the overexpression of tumor-associated

carbohydrate antigens (TACAs). These changes in glyco-

sylation have been described for a large number of can-

cer types and are usually associated with a poor prog-

nosis for the patients (Fukuda, 1996; Hakomori, 1996).

Most of TACAs are sialylated antigens and the increase

of sialylation is a well-known general feature of trans-

formed cells. As an example, the mucin-type sialyl-Tn

antigen is increased in pancreas, stomach, colon, uterus,

and breast cancers and is associated with a poor prog-

nosis (Ura et al., 1992; Narita et al., 1993; Soares et al.,

1996). A family of enzymes named sialyltransferases

catalyzes the biosynthesis of sialylated glycans. Twenty

different sialyltransferases acting on glycoproteins and/

or glycolipids have been characterized and cDNAs have

been cloned from human tissues or cells (Harduin-Lepers

et al., 2001). All these enzymes use CMP-sialic acid as

the activated sugar donor but present distinct acceptor

substrate specificity. We have previously shown that the

increased expression of sialyltransferases can be corre-

lated with the overexpression of TACAs and could be

used as tumor markers for the follow-up of breast cancer

patients, especially for node-negative patients (Recchi et

al., 1998a,b; Hebbar et al., 2003).

Gangliosides, the glycosphingolipids carrying one or

more sialic acid residues, are often found in growing and

developing tissues. GD2, GD3, and GT3 are considered as

oncofetal markers in animal and human tumors, such as

melanoma and neuroblastoma, and are potential epi-

topes for anti-tumor vaccine development (Hakomori,

2001; Sabel and Sondak, 2002; Modak and Cheung,

2007). Gangliosides are structurally and biosynthetically

derived from lactosylceramide (LacCer). Further sugar

residues, including N-acetylgalactosamine (GalNAc),

galactose (Gal), and sialic acid (N-acetyl neuraminic acid,

NeuAc), are transferred in a stepwise manner by a series

of specific glycosyltransferases (Tettamanti, 2004). The

glycosyltransferases that catalyze the first steps in gan-

glioside biosynthesis, i.e., the formation of LacCer, GM3,

and GD3, show high specificity toward their glycolipid

substrates (Zeng and Yu, 2008). The relative amounts of

these glycolipids at steady-state determine the amount

of glycolipids of each series, b-series gangliosides only

deriving from ganglioside GD3. The steady-state level of

membrane associated GD3 is therefore dependent on the

level of expression and activity of several enzymes

including GM3 synthase, GD3 synthase, GT3 synthase, and

GD2 synthase.
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Figure 1 Flow cytometry analysis of ganglioside expression in breast cell lines.

The immunodetection of GM3, GM2, GD3, 9-O-acetyl-GD3, GD2, GT3, and GM1 was performed using GMR6, MK2-34, R24, GMR2, S220-

51, A2B5 antibodies and the cholera toxin B subunit from Vibrio cholerae, respectively. Cells were fixed but not permeabilized in

order to prevent any staining of the intracellular subcompartments. The filled peaks correspond to negative controls with a non-

relevant mouse IgM or IgGk. Black lines correspond to the signal observed after incubation with the different anti-ganglioside

antibodies.

A number of studies have shown that GD3 promotes

tumor progression by mediating cell proliferation, migra-

tion, adhesion, differentiation, and angiogenesis,

although the exact mechanisms of GD3 action remain to

be precisely determined (Zeng et al., 2000; Birklé et al.,

2003; Malisan and Testi, 2005). GD3 and its derivative 9-

O-acetyl-GD3 have been reported to be overexpressed in

approximately 50% of invasive ductal breast carcinoma

(Marquina et al., 1996) and the GD3 synthase gene

(ST8SIA1) displayed higher expression among estrogen

receptor negative breast cancer tumors (Ruckhäberle et

al., 2008), associated with a decreased free survival of

breast cancer patients (Ruckhäberle et al., 2009). How-

ever, no relationship between ganglioside expression and

breast cancer development and aggressiveness has

been reported. In this study, we have determined the lev-

el of expression of gangliosides and related enzymes in

different breast cell lines. We have also determined the

effects of GD3 synthase overexpression on proliferation

and migration of the MDA-MB-231 breast cancer cells.

Results

Biosynthesis of gangliosides in human breast cell

lines

Biosynthesis of gangliosides was analyzed by flow

cytometry, confocal microscopy and real-time polymer-

ase chain reaction (PCR) in five breast epithelial cell lines

routinely used in our laboratory (i.e., MDA-MB-231, MCF-

7, T47-D, BT-20, and non-tumorigenic MCF10A cells).

The murine melanoma cell line GM-95 (Ichikawa et al.,

1994), which is deficient in glucosylceramide synthase

and consequently does not express any gangliosides,

was used as negative control for ganglioside immuno-

detection (data not shown), whereas the human mela-

noma cell line SK-Mel 28 was used as positive control

for the expression of GM3, GD3, 9-O-acetyl-GD3, and GT3

(Figure 1).

The results obtained by flow cytometry analysis

showed that breast cancer cell lines expressed a limited

number of gangliosides, mainly GM1 (Figure 1). GM1,

belonging to the a-series gangliosides, was expressed at

high level in all breast cancer cell lines, especially in

MCF-7 and MCF10A cells. Low amounts of GM2 were

detected in all the cell lines, whereas GM3 was only

observed at the cell surface of MDA-MB-231 cells. In

parallel, b-series gangliosides, such as GD3, 9-O-acetyl-

GD3 or GD2, were not detected in any cell line. It is also

interesting to note that MDA-MB-231 express a small

amount of GT3. Similar results have been obtained by

immunocytochemistry and confocal microscopy (data

not shown).

We have then performed real-time PCR experiments in

order to determine the expression of glycosyltransferase

genes involved in GD3 metabolism, i.e., ST3GAL5 (encod-
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Figure 2 Real-time PCR quantification of glycosyltransferase

mRNA involved in GD3 biosynthesis in breast cell lines.

Levels of GM3 synthase (dark gray bars), GD3 synthase (black

bars), GT3 synthase (light gray bars) and GD2 synthase (white

bars) mRNA were expressed relative to the amount of GD3 syn-

thase mRNA in SK-Mel 28 melanoma cells, which was regarded

as 100%. Results were normalized to the expression of HPRT

mRNA. The quantification was performed by the method

described by Livak and Schmittgen (2001).

Figure 3 Expression of human GD3 synthase and GD3 ganglio-

side in MDA-MB-231 cells stably transfected with pcDNA3-GD3

synthase vector.

(A) Detection of GD3 protein by Western blotting analysis. A total

of 30 mg of total protein was subjected to SDS-PAGE. Proteins

were transferred on a nitrocellulose membrane, which was sub-

sequently incubated with the anti-GD3 synthase antibody. SK-

Mel 28 cells were used as a positive control for the expression

of the human GD3 synthase and anti-actin was used as a control

for total protein amount. Results are from one experiment rep-

resentative of three independent experiments. (B) Flow cyto-

metry analysis of ganglioside expression. The immunodetection

of GM3, GM2, GM1, GD3, 9-O-acetyl-GD3, GD2, and GT3 was per-

formed as described in the materials and methods section. The

gray peaks correspond to negative controls with a non-relevant

mouse IgM or IgGk, whereas white peaks correspond to the

signal observed after incubation with the different anti-ganglio-

side antibodies. Results are from one experiment representative

of four independent experiments. (C) Analysis of ganglioside

expression at the cell surface by immunocytochemistry and con-

focal microscopy. Gangliosides were identified with specific

mAbs and anti-mouse IgM or anti-mouse IgG labeled with Alexa

488. Golgi was stained with anti-Giantin and anti-rabbit IgG

labeled with Alexa 546. Bars: 20 mm.

ing GM3 synthase), ST8SIA1 (encoding GD3 synthase),

ST8SIA5 (encoding GT3 synthase), and B4GALNT1

(encoding GM2/GD2 synthase). The mRNA levels for each

glycosyltransferase were compared to the amount of GD3

synthase mRNA in SK-Mel 28 melanoma cells and nor-

malized to the expression of hypoxanthine phosphori-

bosyltransferase (HPRT) mRNA (Figure 2). Our results

confirmed high expression levels of GM3 and GD3 syn-

thases in SK-Mel 28 cells (Ruan et al., 1999). The GM3

and GT3 synthases were highly expressed in the MDA-

MB-231 cell line, compared to the other breast cancer

cell lines analyzed. A low level of GD3 synthase gene

expression was observed in MDA-MB-231 cells but not

in other cell lines. In contrast, GM2/GD2 synthase was

expressed in all the cell lines. Thus, the transcriptional

expression levels of glycosyltransferases are in good

correlation with the patterns of gangliosides detected by

flow cytometry analysis (Figures 1 and 2).

Establishment of GD3 synthase-overexpressing

MDA-MB-231 breast cancer cells

As cultured breast cancer cell lines do not express GD3

and as GM3, the substrate of the GD3 synthase, was only

detected at the cell surface of MDA-MB-231 cells, we

therefore decided to overexpress GD3 synthase in this cell

line. For this purpose, MDA-MB-231 cells were trans-

fected with the pcDNA3-GD3 synthase expression vector

containing the full-length cDNA sequence of human GD3

synthase or with the empty pcDNA3 vector as a control.

Transfected cells were cultured in the presence of 1

mg/ml G418 and after 21 days in the selection medium,

individual G418-resistant colonies were isolated by limi-

ting dilution cloning. Twenty different clones were

obtained and analyzed for the expression of GD3 synthase

and gangliosides. Two GD3 positive clones, clone 4 and

clone 11, overexpressing GD3 and b-series gangliosides

at the cell surface were selected. As shown in Figure 3A,

immunoblotting analysis revealed an equivalent increase

of GD3 synthase protein in the selected clones compared

to control (empty vector-transfected cells). Moreover, the

levels of GD3 synthase were higher in both clones than in

the positive control SK-Mel 28 cells. The expression

pattern of gangliosides was then monitored by flow

cytometry using different anti-ganglioside monoclonal

antibodies (mAbs). As expected, the two selected clones
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Figure 4 Effects of GD3 synthase overexpression on growth

and migration of MDA-MB-231 cells.

(A) Growth assay on standard monolayer plates. Two GD3 syn-

thase gene transfectants, clone 4 (j) and clone 11 (m), and con-

trol cells including native (s) and empty vector-transfected cells

(e) were cultured in DMEM medium with different concentra-

tions of FCS for 5 days. Cell growth was determined by MTS

assay. Each measurement was performed in 16 wells and data

are mean of four independent manipulations. *p-0.05; **p-0.01,

GD3 synthase-overexpressing cells versus empty vector trans-

fected cells. (B) Cell migration analysis. Cells were seeded in the

upper surface of Transwells and cultured for 6 h in DMEM medi-

um supplemented with 0.1% FCS. The number of cells passing

through the filter was determined by counting the number of

cells on the down side of the filter in ten microscopic fields (20=)

per sample. The results are mean of triplicates and representa-

tive of three independent experiments. **p-0.01, GD3 synthase-

overexpressing cell lines (clones 4 and 11) versus control cells.

expressed high levels of b-series gangliosides (GD3, GD2)

and c-gangliosides (GT3), and also a low amount of 9-O-

acetyl-GD3. In contrast, GM3, GM2, and GM1 expression lev-

els were reduced (Figure 3B). GD3 expression appeared

to be slightly higher in clone 11 than in clone 4. Impor-

tantly, empty vector-transfected control cells showed no

change in the ganglioside profile compared to the native

cells (Figures 1 and 3B). Finally, immunofluorescence and

confocal microscopy confirmed that GD3 and the other

gangliosides were expressed at the cell surface of both

clones (Figure 3C).

Growth and migration of GD3 synthase-

overexpressing MDA-MB-231 cells

Cell growth was determined by MTS w3-(4,5-dimethyl-

thiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophe-

nyl)-2H-tetrazoliumx assay in culture media containing

different concentrations of serum. As shown in Figure 4A,

growth of control (native and empty vector-transfected)

cells was decreased with serum concentration and even

arrested when cells were cultured in serum-free medium.

In contrast, GD3 overexpressing cells proliferated with

similar growth rate independent of the serum concentra-

tion. Similar results were obtained by direct cell counting

experiments (data not shown). When cell migration was

evaluated using Transwell Boyden chambers, GD3 syn-

thase overexpression induced twice as much cell migra-

tion to the bottom chamber than did control cells (Figure

4B). Such an increase in migration was not due to

differences in cell proliferation as no difference in cell

number was observed after 6 h of culture in medium con-

taining 0.1% fetal calf serum (FCS, data not shown).

Effect of ganglioside biosynthesis inhibition on cell

growth

In order to clearly correlate the phenotypical changes

with the modification of ganglioside pattern in GD3 syn-

thase overexpressing cells, we inhibited ganglioside

biosynthesis using D,L-threo-1-phenyl-2-palmitoylamino-

3-morpholino-1-propanol (PPMP), a chemical glucosyl-

ceramide synthase inhibitor. As shown in Figure 5A, after

5 days of treatment with 10 mM PPMP, GM3 was no longer

detected at the surface of control cells. In GD3 synthase

overexpressing MDA-MB-231 cells, GD3 was no longer

detected and GT3 expression was also highly reduced.

When cell growth was analyzed by MTS assay, no dif-

ference was observed between GD3 synthase overex-

pressing cells and control cells (Figure 5B), indicating

that the inhibition of ganglioside synthesis by PPMP effi-

ciently abolished the high proliferative capacity of GD3

synthase overexpressing cells.

Discussion

Gangliosides have crucial roles in normal process, such

as embryogenesis (Yamashita et al., 1999), as well as in

pathological conditions, including atherosclerosis, neu-

rodegenerative disorders, and tumor progression (Pro-

kazova and Bergelson, 1994; Birklé et al., 2003; Ariga et

al., 2008). Especially, GD3 expression has been correlated

to neuro-ectoderm derived melanoma and neuroblasto-

ma cancer development. However, the expression of

gangliosides in breast cancer is poorly documented. A

clinical study has shown that GD3 and 9-O-acetyl-GD3 are

overexpressed in invasive ductal breast carcinoma, the

major type of malignant breast tumor (Marquina et al.,

1996), but nothing is known about involvement of

disialogangliosides in breast cancer progression or

aggressiveness.

As a first step towards the understanding of potential

implication of GD3 in the biology of breast cancer cells,

we analyzed the expression of gangliosides and related

glycosyltransferase genes in five routinely used breast

cancer cell lines. Our results have shown that established

breast cancer cell lines (i.e., MDA-MB-231, MCF-7, T47-

D, and BT-20) express gangliosides from a-series, mainly

GM1, and that GM3 was only observed at the cell surface

of metastatic MDA-MB-231 cells. Moreover, GD3, 9-O-

acetyl-GD3 and GD2 were not detected in any cell line.
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.

Figure 5 Effects of ganglioside biosynthesis inhibition by

PPMP.

(A) Influence of PPMP on ganglioside expression level. Control

cells and clones were cultured during 5 days in complete DMEM

medium supplemented or not with 10 mM PPMP. Cells were then

harvested and incubated with anti-GM3, anti-GD3, and anti-GT3

antibodies. The gray peaks correspond to MDA-MB-231 cells

cultured in the absence of PPMP, whereas white peaks corre-

spond to cells cultured in the presence of PPMP. (B) Influence

of PPMP on cell proliferation. Cells were seeded in 96-well

plates as described in the materials and methods section. MDA

mock (e), clone 4 (h), and clone 11 (n) were cultured in DMEM

medium in the absence (left panel) or in the presence (right pan-

el) of 10 mM PPMP for 5 days. Cell growth was then analyzed

by MTS assay. Each measurement was performed in 16 wells

and data are the mean of two independent manipulations.

These results are in agreement with the data from Nohara

et al. (1997), who have shown by high performance thin

layer chromatography analysis and resorcinol revelation

that gangliosides in MDA-MB-231 and MCF-7 cells

belong to a-series gangliosides (i.e., GM3, GM2, and GM1),

GM3 being approximately 18-fold more expressed in

MDA-MB-231 compared to MCF-7. The expression of

GM3 at the cell surface of MDA-MB-231 is also correlated

with the relative high transcriptional expression of the

ST3GAL5 gene in these cells as revealed by real-time

PCR analysis, compared to other cell lines, in which GM3

is mainly converted into GM1. It is interesting to note that

MDA-MB-231 cells, which are strongly invasive and

induce tumor formation in severe combined immunode-

ficiency (SCID) mice, express GM3, while the weakly inva-

sive cancer cells MCF-7, T47-D, and BT-20 do not.

From our results, it appears that ganglioside expres-

sion in human breast cancer cell lines is quite different

from breast cancer tumors. The amount of gangliosides

in breast tumors or in sera from breast cancer patients

is usually significantly higher compared to healthy indi-

viduals (Wiesner and Sweeley, 1995; Marquina et al.,

1996) and GM3 and GD3 are the major gangliosides detect-

ed in breast cancer tissues (Marquina et al., 1996). More-

over, 9-O-acetyl-GD3, a fetal brain ganglioside, was

shown to be re-expressed in breast tumors but was not

detected in any breast cancer cell lines (Marquina et al.,

1996). Such difference in glycoconjugates expression

between cultured cancer cell lines and tumors have

already been described, especially for sialyl-Tn antigen

in breast or colon cancer (Brockhausen et al., 1998;

Julien et al., 2001) and could reflect a progressive loss

of breast cancer cell capacity to produce such glyco-

sphingolipids in in vitro culture conditions.

In order to study the effect of the GD3 on the biological

features of breast cancer cells, we have generated GD3-

positive clones from MDA-MB-231 cells by stable trans-

fection of the full-length cDNA of human GD3 synthase.

Two clones were selected according to the expression of

GD3 synthase and GD3. The selected clones exhibited

similar ganglioside profiles, with an overexpression of

b- (GD3, GD2) and c-series (GT3) gangliosides, and a down-

regulation of a-series (GM3, GM2, and GM1). GD3 is located

at a metabolic crossroad in the biosynthesis of ganglio-

sides. Consequently, the steady-state of GD3 is depend-

ent on the competition between the GD3 synthase (ST8Sia

I), GT3 synthase (ST8Sia V), and the GM2 synthase (b4-

GalNAc T1). In our model, a part of GD3 is converted to

GT3 by the endogenous GT3 synthase (ST8Sia V) and to

GD2 by the action of b4-GalNAc T1, but the expression

level of GD3 synthase is sufficient to allow the expression

of GD3 at the cell surface of both clones. Interestingly, we

only detected a low amount of 9-O-acetyl-GD3 derivative

in these clones, whereas that compound is known to be

well expressed in breast tumors. It has been previously
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shown that GD3 synthase overexpression leads to a

marked change in the ganglioside pattern of a variety of

cell types including pheochromocytoma cells (Fukumoto

et al., 2000), neural progenitor cell line (Yanagisawa et

al., 2004), murine fibroblastic cells (Kamimura et al.,

2005), vascular smooth muscle cells (Moon et al., 2006),

or small lung cancer cells (Yoshida et al., 2001). In these

different cell types, the overexpression of GD3 synthase

leads to the expression of b- and c-series gangliosides

including oncofetal markers GD3, GD2, and GT3.

We are the first to show that the GD3 synthase overex-

pression stimulates both migration and cell proliferation

in breast cancer cells. Moreover, the inhibition of gangli-

oside biosynthesis using PPMP completely abolishes the

GD3 synthase-induced cell proliferation, indicating that

the expression of b- and c-series gangliosides is respon-

sible for the increased cell proliferation. Our results sug-

gest that GD3 synthase overexpression may contribute to

increase the malignant properties of breast cancer cells.

This is in agreement with data obtained in other models

including melanoma and lung cancer cells (Yoshida et al.,

2001; Hamamura et al., 2005; Ko et al., 2006; Furukawa

et al., 2008). Although the mechanisms by which GD3

enhances the malignant phenotype of cancer cells

remain to be elucidated, it has been shown that in mel-

anoma cells, the majority of GD3 was present in lipid raft

(Nakashima et al., 2007) and dispersion of GD3 from lipid

rafts reduces the malignant properties of melanoma cells.

Moreover, membrane gangliosides, such as GD3, can

interact with integrin or focal adhesion kinase (FAK) to

activate the downstream signaling molecules p130Cas

and paxillin, the famous adaptors playing a key role in

cell proliferation and migration (Furukawa et al., 2008).

Similarly, overexpression of GD3 synthase in PC12 cells

leads to a continuous phosphorylation of neurotrophins

receptor TrkA and the activation of ERK pathway, without

nerve growth factor (NGF) treatment (Fukumoto et al.,

2000). MDA-MB-231 cells are known to express several

growth factor receptors, including TrkA and p75NTR (Dollé

et al., 2004) and the mitogenic effect of NGF on breast

cancer cells required the tyrosine kinase activity of TrkA

as well as the MAP kinase cascade (Descamps et al.,

2001). Moreover, it has been recently demonstrated that

the overexpression of TrkA increases tumorigenicity of

MDA-MB-231 cells (Lagadec et al., 2009). It is therefore

reasonable to assume that membrane GD3 might interact

with different growth factor receptors, including TrkA, to

amplify their signalization. This might explain why GD3

synthase overexpression renders MDA-MB-231 cells

independent of serum for growth in culture. Further stud-

ies are needed to determine the precise underlying

mechanisms as well as the incidence of GD3 overexpres-

sion in breast cancer development.

Materials and methods

Antibodies

Anti-ST8Sia I antibody ab37806 (chicken IgY) and anti-Giantin

(rabbit IgG) were purchased from Abcam (Cambridge, UK). The

rabbit polyclonal IgG anti-actin was from Santa Cruz Biotech-

nology (Bergheimer, Germany). Anti-chicken IgY and anti-rabbit

IgG conjugated with horseradish peroxidase (HRP) were pur-

chased from GE Healthcare (Templemars, France). Anti-GM3 mAb

GMR6 (mouse IgM), anti-GM2 mAb MK2-34 (mouse IgM), anti-

Ac9-GD3 mAb GMR2 (mouse IgM), and anti-GD2 mAb S220-51

(mouse IgG3) were from Seikagaku Biobusiness Corporation

(Tokyo, Japan). Anti-GD3 mAb R24 (ab 11779) was purchased

from Abcam. Anti-GT3 was kindly provided by Pr. J. Portoukalian

(Department of Transplantation and Clinical Immunology, Claude

Bernard University and Edouard Herriot Hospital, Lyon, France).

Fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated cholera toxin B

subunit from Vibrio cholerae was from Sigma-Aldrich (Saint-

Quentin Fallavier, France) and FITC-conjugated sheep anti-

mouse IgG was from GE Healthcare. FITC-conjugated rabbit

anti-mouse IgM, Alexa FluorW 488 donkey anti-mouse IgG

(HqL), Alexa FluorW 488 anti-mouse IgM (m chain) and Alexa

FluorW 546 donkey anti-rabbit IgG (HqL) were purchased from

Molecular Probes Invitrogen (Cergy Pontoise, France).

Cell culture

Cell culture reagents were purchased from Lonza (Levallois-

Perret, France). The melanoma cell lines GM95 and MEB4 were

a generous gift from Dr. H. Sprong (Membrane Enzymology, Bij-

voet Center and Institute of Biomembranes, Utrecht University,

Utrecht, The Netherlands). The human melanoma cells SK-

Mel 28 and the breast cancer cell lines (MDA-MB-231, MCF-7,

T-47D, and BT-20) were obtained from the American Type Cell

Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). All these cells

were routinely grown in monolayer cultures and maintained at

378C in an atmosphere of 5% CO2, in Dulbecco’s modified

Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% FCS, 2 mM

L-glutamine, 100 units/ml penicillin-streptomycin. The non-

tumorigenic epithelial cell line MCF10A was obtained from ATCC

and was cultured in DMEM/F12 (1/1) medium containing 10%

FCS, 2 mM L-glutamine, 100 units/ml penicillin-streptomycin,

45 mg/ml gentamycin, 5 mg/ml cortisol, 2 ng/ml epidermal

growth factor, 100 ng/ml cholera toxin.

Reverse transcription and real-time polymerase

chain reaction

Total RNA was isolated from the different cell lines using the

Nucleospin RNA II kit (Macherey Nagel, Hoerdt, France). The

amount of extracted RNA was quantified using a NanoDrop

spectrophotometer (Thermo Scientifics, Wilmington, DE, USA)

and the purity of the RNA was checked by the ratio of the absor-

bance at 260 and at 280 nm. Then, 2 mg of purified total RNA

was subjected to reverse transcription with the First Strand

cDNA Synthesis kit (GE Healthcare), following the manufactur-

er’s instructions. For PCR reactions, cDNAs obtained after

reverse transcription were diluted 1:5. PCR reactions were per-

formed for five glycosyltransferases genes and for the house-

keeping gene HPRT (Hypoxanthine PhosphoRibosylTrans-

ferase), which was used as an endogenous control to normalize

variations in RNA extractions, the degree of RNA degradation,

and in RT efficiency (Table 1). PCR primers for GD3 synthase and

GT3 synthase cDNA amplification were designed using Primer

Premier 3.1 software (Biosoft International, Palo Alto, CA, USA).

The primer sequences for GM3 synthase, GM2/GD2 synthase, and

HPRT were previously described (Garcı̀a-Vallero et al., 2006;

Oblinger et al., 2006; Zhang et al., 2005). All the primers were

synthesized by Eurogentec (Seraing, Belgium). PCR reactions

(25 ml) were performed using 2= SYBRW Green Universal QPCR

Master Mix (Stratagene, Amsterdam, The Netherlands), with 2 ml

of a 1:5 cDNA dilution and 300 nM final concentration of each

primer. PCR conditions were as follows: 958C for 30 s, 518C for

45 s, 728C for 30 s (40 cycles). Data were analyzed using the

MX4000 PCR system software (Stratagene). To quantify the
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Table 1 Primer pairs used for real-time PCR experiments.

Gene GenBank Sense primer Tm (8C) PCR product

accession no. Antisense primer size (bp)

HPRT NM_000194 59-GACCAGTCAACAGGGGACAT-39 51 195

59-AACACTTCGTGGGGTCCTTTTC-39

ST3GAL5 NM_003896 59-ATCGGTGTCATTGCCGTTGT-39 51 131

59-TTCATAGCAGCCATGCATTGA-39

ST8SIA1 NM_003034 59-GAACAGAGCCATCTTTGAGG-39 51 105

59-AGAACTTTCCAATGCTACGC-39

ST8SIA5 NM_013305 59-GCCTGGGTTATGTCTTAGTC-39 51 147

59-GCTGGTTTGGTTTATTTCCT-39

B4GALNT1 NM_001478 59-CAGCGCTCTAGTCACGATTGC-39 51 120

59-CCACGGTAACCGTTGGGTAG-39

results, we used the comparative threshold cycle method

described by Livak and Schmittgen (2001). Serial dilutions of the

appropriate positive control cDNA sample were used to create

standard curves for relative quantification, and glycosyltransfe-

rase transcripts were then normalized to HPRT expression. In all

experiments, negative control reactions were performed by

replacing cDNA templates by sterile water or corresponding total

RNA samples.

Stable transfection

The cDNA encoding the full length human GD3 synthase was

inserted into the HindIII and XhoI restriction sites of pcDNA3

expression vector (Invitrogen) (Kang et al., 2007). Plasmid puri-

fication was carried out using a HiSpeed Plasmid Purification

Midi kit (Qiagen, Courtaboeuf, France), according to the manu-

facturer’s instructions. Transfection of MDA-MB-231 cells was

performed by electroporation using the Nucleofection technol-

ogy according to Amaxa Biosystems protocol (Lonza). Briefly,

1=106 cells were resuspended in 100 ml of Cell Line Nucleofec-

torE Solution V and cell suspension was mixed with 2 mg of

pcDNA3 or pcDNA3-GD3 synthase vector. The sample was

transferred into an electroporation cuvette and transfection was

performed using the program X-013 according to the manufac-

turer’s instructions. Immediately after nucleofection, cells were

transferred into pre-warmed complete DMEM medium and

maintained for 48 h at 378C in an atmosphere of 5% CO2. After

incubation, the transfected cells were cultured in the presence

of 1 mg/ml G418 (Invitrogen). After 21 days in the selective medi-

um, individual G418-resistant colonies were isolated by limit

dilution. Two positive clones, which expressed high levels of GD3

synthase and GD3 ganglioside as determined by real-time PCR

and flow cytometry analysis, respectively, were used for further

study.

Immunoblotting

Subconfluent cell cultures were harvested by scraping in phos-

phate-buffered saline (PBS) and were subjected to centrifugation

(10 000 g, 5 min). The pellets were treated with lysis buffer

w150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1% Triton X-100 and

protease inhibitor cocktail tablet (Roche, Meylan, France)x, and

boiled for 10 min at 1008C. After centrifugation (10 000 g, 5 min),

the supernatants were assessed for protein concentration using

the bicinchoninic acid method (Thermo Scientifics Pierce Protein

Research, Brebières, France). Then, 30 mg of total proteins from

each cell lysate was subjected to sodium dodecyl sulfate poly-

acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and transferred on

a nitrocellulose membrane (200 mA, 2 h). Efficiency of transfer

and relative equal loading were checked with Ponceau staining.

Non-specific protein binding sites were saturated for 1 h at room

temperature in Tris-buffered saline (TBS) containing 0.05%

Tween 20 (TBST) containing 5% (w/v) non-fat dry milk. Mem-

branes were then incubated overnight at 48C with the anti-

ST8SiaI antibody (diluted 1:2000) or with the anti-actin (1:10 000)

antibody, which is used as a control for total protein amount.

The membranes were rinsed three times with TBST and they

were then incubated at room temperature for 1 h with a horse-

radish peroxidase-conjugated anti-chicken or anti-rabbit sec-

ondary antibody. The membranes were rinsed three times in

TBST and the revelation was achieved by chemioluminescence

using the ECL-Plus Western Blotting Detection Reagent (GE

Healthcare) with Kodak film (GE Healthcare).

Flow cytometry analysis

Cells detached by 4 mM ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA)

in PBS were incubated for 1 h at 48C with various anti-gangli-

osides mAbs: anti-GM3 (1:75), anti-GM2 (1:100), anti-GD3 (1:100),

anti-Ac9-GD3 (1:75), anti-GD2 (1:100), and anti-GT3, all diluted in

PBS containing 0.5% bovine serum albumin (BSA) (Sigma-

Aldrich). After washing with PBS containing 0.5% BSA, cells

were incubated for 1 h on ice with FITC-conjugated anti-mouse

IgM or IgG. To analyze GM1 expression, cells were incubated with

a FITC-conjugated cholera toxin B subunit from Vibrio cholerae

(1:1000). Control experiments were performed using appropriate

isotype controls, as well as secondary antibodies alone. Cells

were then subjected to flow cytometry analysis using a FACS-

calibur instrument from Becton Dickinson (Le Pont de Claix,

France).

Immunocytochemistry and confocal microscopy

Cells were cultured on glass coverslips precoated with 1% type

I collagen (Sigma-Aldrich). Cells were washed twice with PBS

and then fixed with PBS containing 4% paraformaldehyde (Sig-

ma-Aldrich) for 20 min at room temperature. After quenching

with 50 mM ammonium chloride in PBS (10 min at room tem-

perature), cells were blocked in a permeabilizing buffer wPBS pH

7.5 containing 0.1% saponin (Sigma-Aldrich) and 0.2% BSA:

blocking bufferx for 30 min. Cells on coverslips were subse-

quently incubated for 1 h at room temperature with anti-GD3

(1:100), anti-Ac9-GD3 (1:100), anti-GT3 (1:10), or anti-GD2 (1:100)

antibodies diluted in blocking buffer. After three washes of 5 min

with the blocking buffer, cells were incubated with Alexa FluorW

488 donkey anti-mouse IgG (HqL) and Alexa FluorW 488 anti-

mouse IgM m chain (1 h at room temperature; dilution 1:2000 in

blocking buffer). Cells were washed three times in permeabilizing

buffer, one time with PBS, then with deionized water, and finally

mounted in MowiolW (Sigma-Aldrich). Golgi was stained for all

coverslips with anti-Giantin (1:1000) and anti-rabbit IgG labeled

with Alexa 546 (1:4000) antibodies. Stained slides were exam-

ined under a Zeiss LSM 510 confocal microscope (488 nm exci-

tation for Alexa FluorW 488 and 563 nm for Alexa FluorW 546).
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The image acquisition characteristics (laser intensity, scan

speed, etc.) were the same throughout the experiments to

ensure the comparability of the results and to allow the com-

parison of the fluorescence levels. The intensity of the signals

was directly quantified on the confocal microscope with LSM

examiner software (AIM 3.2; Zeiss, Le Pecq, France).

Proliferation assays

Cell growth was analyzed using MTS reagent (Promega, Char-

bonnières-les-Bains, France) according to the manufacturer’s

directions. Control and clone cells (2=103) were seeded in 96-

well plates (Thermo Fisher Scientifics, Langenselbold, Germany)

and grown in culture media containing 10%, 1%, 0.1% FCS, or

in FCS-free medium. Cell numbers were estimated after 0, 24,

48, 72, and 96 h by adding MTS w3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-

(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazoliumx to

the wells 2 h before taking the spectrophotometric reading

(absorbance at 490 nm).

Cell migration analysis

Cells (5=104) were seeded in the upper surface of Transwell 12-

well plates (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) and cul-

tured for 6 h in 0.1% FCS-containing medium. After incubation,

cells were fixed with cold methanol (10 min at room temperature)

and stained with Hoechst 33528 (Sigma-Aldrich) (20 min in the

dark). Then, the upper chamber of the well’s porous membrane

was removed by scraping with a cotton swab and was washed

several times with PBS. The membrane was mounted on a slide

with Glycergel mounting medium (Dako, Trappes, France). The

number of migrating cells was counted in 10 fields under 200=

magnification and the mean of the number of cells in each field

was evaluated. Cell migration analysis was carried out in

triplicate.

Chemical inhibition of glucosylceramide synthase

and proliferation assays

PPMP was obtained from Sigma-Aldrich. The ability of PPMP to

specifically silence ganglioside biosynthesis was evaluated

during 7 days to define the optimal conditions for ganglioside

expression inhibition. Cells were treated with 10 mM PPMP for

5 days in DMEM supplemented with 10% FCS. No cell toxicity

(by trypan blue assay) was observed upon 5 days of culture.

These conditions were used for the quantification of ganglioside

biosynthesis and cell proliferation as described above.

Statistical analyses

Student’s t-test was used for statistical analysis. A p-value

-0.05 was considered statistically significant.
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Ruckhäberle, E., Karn, T., Rody, A., Hanker, L., Gätje, R., Metzler,

D., Holtrich, U., and Kaufmann, M. (2009). Gene expression

of ceramide kinase, galactosyl ceramide synthase and gan-

glioside GD3 synthase is associated with prognosis in breast

cancer. J. Cancer Res. Clin. Oncol., Epub ahead of print,

DOI: 10.1007/s00432-008-0536-6.

Sabel, M.S. and Sondak, V.K. (2002). Tumor vaccines: a role in

preventing recurrence in melanoma? Am. J. Clin. Dermatol.

3, 609–616.

Soares, R., Marinho, A., and Schmitt, F. (1996). Expression of

sialyl-Tn in breast cancer. Correlation with pronostic para-

meters. Pathol. Res. Pract. 192, 1181–1186.

Tettamanti, G. (2004). Ganglioside/glycosphingolipid turnover:

new concepts. Glycoconj. J. 20, 301–317.

Ura, Y., Dion, A.S., Williams, C.J., Olsen, B.D., Redfield, E.S.,

Ishida, M., Herlyn, M., and Major, P.P. (1992). Quantitative dot

blot analyses of blood-group-related antigens in paired nor-

mal and malignant human breast tissues. Int. J. Cancer 50,

57–63.

Wiesner, D.A. and Sweeley, C.C. (1995). Circulating gangliosides

of breast cancer patients. Int. J. Cancer 60, 294–299.

Yamashita, T., Wada, R., Sasaki, T., Deng, C., Bierfreund, U.,

Sandhoff, K., and Proia, R.L. (1999). A vital role for glyco-

sphingolipid synthesis during development and differentia-

tion. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 9142–9147.

Yanagisawa, M., Liour, S.S., and Yu, R.K. (2004). Involvement of

gangliosides in proliferation of immortalized neural progenitor

cells. J. Neurochem. 91, 804–812.

Yoshida, S., Fukumoto, S., Kawaguchi, H., Sato, S., Ueda, R.,

and Furukawa, K. (2001) Ganglioside G(D2) in small cell lung

cancer cell lines: enhancement of cell proliferation and medi-

ation of apoptosis. Cancer Res. 61, 4244–4252.

Zeng, G., Gao, L., Birkle, S., and Yu, R.K. (2000). Suppression

of ganglioside GD3 expression in a rat F-11 tumor cell line

reduces tumor growth, angiogenesis, and vascular endothe-

lial growth factor production. Cancer Res. 60, 6670–6676.

Zeng, G. and Yu, R.K. (2008). Cloning and transcriptional regu-

lation of genes responsible for synthesis of gangliosides.

Curr. Drug Targets 9, 317–324.

Zhang, X., Ding, L., and Sandford, A.J. (2005). Selection of ref-

erence genes for gene expression studies in human neutro-

phils by real-time PCR. BMC Mol. Biol. 6, 4.

Received January 21, 2009; accepted March 10, 2009



Résultats : Article 2 

�
119

Article 2: GD3 synthase expression enhances prolife-

ration and tumor growth of MDA-MB-231 breast 

cancer cells through c-Met activation

Cet article, proposé en tant que deuxième chapitre, présente une étude approfondie des clones 

MDA-MB-231 exprimant la GD3 synthétase. Nous avons pu mettre en lumière les mécanismes 

moléculaires par lequels la GD3 synthétase renforce la tumorigénicité des cellules cancéreuses 

mammaires MDA-MB-231. L’activation constitutive des voies de signalisation MEK/Erk et 

PI3K/Akt est dépendante de la phosphorylation spécifique du récepteur c-Met dans les clones 

d’intérêt, cultivés en condition de sevrage. L’inhibition de l’activation de c-Met par 

l’utilisation d’agents pharmacologiques ou par la technique de siRNA permet d’inhiber la 

prolifération des cellules mammaires GD3 synthétase positives, démontrant le rôle essentiel de 

ce récepteur dans les capacités prolifératives des clones. L’agressivité accrue de ce modèle 

cellulaire a également été démontrée in vivo lors d’expériences de xénogreffes chez des souris 

immunodéprimées. Finalement, une surexpression des gènes ST8SIA1 et MET a été observée 

dans un sous groupe particulier de tumeurs mammaires : les tumeurs triple négatives.  

Ces résultats ont été récemment publiés dans le journal Molecular Cancer Research. 
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Abstract: 

The disialoganglioside GD3 is over-expressed in about 50 % of invasive ductal breast carci-

noma and the GD3 synthase gene (ST8SIA1) displayed higher expression among estrogen re-

ceptor negative breast cancer tumors, associated with a decreased overall survival of breast 

cancer patients. However, no relationship between ganglioside expression and breast cancer 

development and aggressiveness has been reported. We have previously shown that the ex-

pression of GD3 synthase induces the accumulation of b- and c-series gangliosides (GD3, GD2

and GT3) at the cell surface of MDA-MB-231 breast cancer cells together with the acquisition 

of a proliferative phenotype in absence of serum. Here we show that PI3K/Akt and 

MEK/ERK pathways are constitutively activated in GD3 synthase expressing cells. Analysis of 

tyrosine kinase receptors phosphorylation shows a specific c-Met constitutive activation in 

GD3 synthase expressing cells, in absence of its ligand, the HGF/SF. In addition, inhibition of 

c-Met or downstream signaling pathways reverses the proliferative phenotype. We also show 

that GD3 synthase expression enhances tumor growth in severe combined immunodeficiency 

(SCID) mice. Finally, a higher expression of ST8SIA1 and MET in the basal subtype of human 

breast tumors are observed. Altogether, our results demonstrate that GD3 synthase expression 

is sufficient to enhance the tumorigenicity of MDA-MB-231 breast cancer cells through a 

ganglioside-dependent activation of c-Met receptor.
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Introduction: 

Gangliosides, the glycosphingolipids carrying one or more sialic acid residues, are essentially 

located on the outer leaflet of the plasma membrane in microdomains named “glycosynapse”, 

where Tyrosine-Kinase Receptors (RTKs) are also located [1]. They are often found in grow-

ing and developing tissues and complex gangliosides from b- and c-series, initiated by GD3 or 

GT3 respectively, are mainly expressed during embryogenesis and restricted to the central 

nervous system in adult [2]. In mammalian cells, the expression of di- and trisialogangliosides 

increases in pathological conditions such as cancer and GD3, GD2 and GT3 are considered as 

oncofetal markers in animal and human tumors such as melanoma and neuroblastoma. They 

play a key role in invasion and metastasis, by mediating cell proliferation, migration, adhesion 

and angiogenesis [3-5]. The restrictive expression in pathological conditions and the accessi-

bility of gangliosides on the cell surface make them good targets for cancer immunotherapy, 

as it was well studied in melanoma [6]. 

Little is known about ganglioside expression in breast cancer. Total ganglioside levels appear 

to be significantly higher in breast tumors than in normal breast tissues [7]. The gangliosides 

GD3, 9-O-acetyl-GD3 and 9-O-acetyl-GT3 are absent or expressed at a very low level in normal 

breast tissues, but are over-expressed in about 50 % of invasive ductal breast carcinoma [7]. 

Recently, two clinical studies have shown that the GD3 synthase (GD3S) gene (ST8SIA1), en-

coding the key enzyme for the biosynthesis of b- and c-series gangliosides, displayed higher 

expression among estrogen receptor (ER) negative breast cancer tumors [8] and had a prog-

nostic impact in breast cancer dependently on ER status: ST8SIA1 gene expression was asso-

ciated with poor patho-histological grading in ER negative tumors and a reduced overall sur-

vival of the patients [9]. In contrast, a better prognosis for ER positive samples with high ex-

pression of ST8SIA1 was noticed [9]. However, no functional relationship between gangli-

oside expression and breast cancer development and aggressiveness has been reported. We 
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have recently developed a cellular model deriving from MDA-MB-231 breast cancer cells 

expressing the human GD3S. GD3S expressing cells accumulate gangliosides of b- and c-

series (i.e. GD3, GD2 and GT3) at the cell surface. The change in cell membrane ganglioside 

composition is associated with morphological changes, and increased migration and prolifera-

tion in absence of serum or exogenous growth factors. Here we show that proliferative capaci-

ty of MDA-MB-231 GD3S+ clones in serum-free medium is directly correlated to the consti-

tutive activation of c-Met receptor and downstream signaling pathways PI3K/Akt and 

MEK/ERK. Inhibition of either c-Met activity or downstream signaling abrogates prolifera-

tion of the GD3S expressing cells. We also show that GD3S expression induces an increased 

tumor growth in severe combined immunodeficiency (SCID) mice. 

Material and Methods 

Antibodies and reagents- Anti-phosphorylated extracellular signal-regulated kinase ERK (E-

4), anti-ERK (K-23), anti-Akt (H-136) and the rabbit polyclonal IgG anti-actin antibodies 

were purchased from Santa Cruz Biotechnology. Anti-phosphorylated Akt S473 (#9271), the 

mouse mAb directed against C-terminal region of human c-Met (#3148) and the rabbit polyc-

lonal antibody against phosphorylated tyrosine 1234 and 1235 of c-Met kinase domain were 

purchased from Cell Signaling Technology. Anti-rabbit and anti-mouse IgG conjugated with 

horseradish peroxidase were purchased from GE Healthcare. Alexa Fluor® 488 donkey anti-

mouse IgG (H+L) was purchased from Molecular Probes Invitrogen. U0126, Akt inhibitor 

VIII, SU11274 and PHA665752 were purchased from Calbiochem® Merck Chemicals Ltd 

and dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO). Human recombinant HGF/SF was purchased 

from Peprotech. 

Cell Culture- Cell culture reagents were purchased from Lonza. The breast cancer cell line 

MDA-MB-231 was obtained from the American Type Cell Culture Collection. These cells 
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were routinely grown in monolayer cultures and maintained at 37°C in an atmosphere of 5 % 

CO2, in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) supplemented with 10 % fetal bovine 

serum (FBS), 2 mM L-glutamine, 100 units/mL penicillin-streptomycin. MDA-MB-231 con-

trol (empty vector transfected) and MDA-MB-231 GD3S
+
 clones 4 and 11 were obtained as 

previously described [10]. The transfected cells were cultured in the presence of 1 mg/mL 

G418 (Invitrogen). 

RNA interference assays- Cells were transfected with 20 pmol small interfering RNA (siR-

NA; Invitrogen) targeting c-Met (Met7 (stealth) 5’ CCAUUUCAACUGAGUUUGCU-

GUUAA 3’; Met8 (stealth) 5’ UCCAGAAGAUCAGUUUCCUAAUUCA 3’) or a scrambled 

sequence using 5 �L Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen) following the manufacturer's 

instructions. Cells were transfected with corresponding siRNAs and were collected for cell 

growth assay or Western Blot analysis 24 h later. 

Proliferation assays- Cell growth was analyzed using MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-

(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium] reagent (Promega) according 

to the manufacturer's directions. For pharmacological inhibition, cells (2 × 10
3
) were seeded 

in 96-wells plates (Thermo Fisher Scientifics) and grown in DMEM culture medium contain-

ing 0.1 % FBS. After 12 h, the medium was replaced with DMEM serum-free medium con-

taining specific inhibitors: 1 µM U0126, 1 µM Akt inhibitor VIII, 500 nM SU11274 or 100 

nM PHA665752. Control cells were treated with DMSO at a 1:1000 dilution. The medium 

was changed every 2 days. For inhibition with neutralizing antibody against c-Met, cells were 

cultured during 5 days in DMEM serum-free medium containing 10 µg/mL of 5D5 Fab or 

control IgG. 

For RNA interference assay, 2 × 10
3 

cells were seeded in 96-wells plates in DMEM serum-

free medium one day after the transfection with siRNA sequences, then cultured during 2 days 

before assessment of cell growth. 
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Migration assay- 5 x 10
4
 cells were seeded and cultured in the upper surface of Transwell-12 

well plates (BD Bioscience) for 6 h, as described previously [10]. Specific inhibition was per-

formed with 1 µM SU11274 or 200 nM PHA665752. Cells treated with DMSO (1:1000 dilu-

tion) were used as control. 

Phospho-RTK array analysis- Cells were cultured for 48 h in 6-well plates in serum-free 

DMEM or in DMEM containing 10 % FBS. Cells were then lysed in NP-40 lysis buffer (1 % 

NP-40, 20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 137 mM NaCl, 10 % glycerol, 2 mM EDTA, 1 mM so-

dium orthovanadate and protease inhibitor cocktail tablet (Roche)). The human Phospho-RTK 

array kit (R&D Systems) was used according to the manufacturer’s protocol.  

Immunoblotting- Cell pellets were treated with lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 

pH 7.5, 1 % Triton X-100, 1 mM sodium orthovanadate and protease inhibitor cocktail tab-

let). The supernatants were assessed for protein concentration using the Bio-Rad RC protein 

assay kit II.  

For the studies of the MEK/ERK and PI3K/Akt pathways, 20 µg of proteins from cell lysate 

were subjected to SDS-PAGE and transferred on a nitrocellulose membrane. Membranes 

were saturated in TBS, 0.05 % Tween 20 (TBST) containing either 5 % (w/v) non fat dry milk 

or 5 % bovine serum albumin (Sigma-Aldrich). Membranes were then incubated overnight at 

4°C with the primary antibody, incubated at room temperature for 1 h with a horseradish pe-

roxidase-conjugated anti-mouse or anti-rabbit secondary antibody. The revelation was 

achieved by chemiluminescence using the ECL-Plus Western blotting detection reagent (GE 

Healthcare) with Kodak film. 

For the phospho-c-Met and c-Met detection, 100 µg of total proteins were subjected to SDS-

PAGE. The membranes were then incubated with blocking buffer (0.2 % (v/v) casein, 0.1 % 

(v/v) Tween-20 dissolved in PBS) for 1 h and probed 1 h at room temperature with appropri-

ate antibodies diluted in blocking buffer according to manufacturer's recommendations. After 
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washing in PBS-Tween 0.2 %, immune complexes were detected with specific secondary 

antiserum conjugated with alkaline-phosphatase followed by an enhanced chemiluminescence 

detection system (Amersham™ ECL Western Blotting Detection Reagents). 

Tumor growth in SCID mice- Female SCID mice were purchased from Pasteur Institute 

(Lille, France) and acclimatized for at least 2 weeks. Mice were maintained under a 12 h 

light/dark cycle at a temperature of 20°C to 22°C. Food and water were available ad libitum. 

Mice were maintained in accordance with the Institutional Animal Care and Use Committee 

procedures and guidelines. The local ethics committee approved the protocol used. MDA-

MB-231 control and GD3S
+
 cells were harvested and resuspended in phosphate-buffered so-

lution before subcutaneous injection into the flanks of mice (10 mice per group) as previously 

described [11].  

Statistical analysis - Microarray data from two datasets previously published by van de Vijver 

et al. [12] (Agilent platform) and Chin et al. [13] (Affymetrix platform) were analyzed using 

Prism 5 (GraphPad Software). The probes considered for the analysis were UGID Hs.408614 

(Agilent) and A.210073_at (Affymetrix) for ST8SIA1 and A.203510_at (Affymetrix) for 

MET. Levels of expression of these genes were compared from one group to another using 

one-way Anova test. Correlation of gene expression was tested using the Pearson test. Statis-

tical analysis of other results was performed using Student’s t test. p<0.05 was considered as 

statistically significant. 
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Results 

GD3 synthase expression promotes MDA-MB-231 proliferation through the activation of 

MEK/ERK and PI3K/Akt pathways. 

To determine the functional importance of the GD3S expression in breast cancer development 

and aggressiveness, we previously established a cellular model deriving from MDA-MB-231 

breast cancer cells expressing GD3S. The selected clones (named clone 4 and 11) express b- 

and c- series gangliosides such as GD3, GD2 and GT3 at the cell surface [10]. As shown in Fig. 

1A, the modification of the ganglioside pattern of MDA-MB-231 cells was correlated with an 

increase of cell proliferation capacity in serum-free conditions. After 5 days of culture, the 

relative number of GD3S
+
 cells is about four-fold of control cells. The activation of the main 

signaling pathways involved in MDA-MB-231 proliferation (i.e. MEK/ERK, PI3K/Akt and 

p38/MAP kinases pathways) [14] was then determined by Western blot analysis. As shown in 

Fig. 1B, after 48 h of culture in absence of serum, higher levels of phospho-Akt (pAkt) and 

phospho-ERK (pERK) were observed in GD3S
+
 cells compared to control.  

In contrast, no difference of phospho-p38 was observed between clones and control cells. The 

involvement of MEK/ERK and PI3K/Akt pathways in cell proliferation was then determined 

using selective inhibitors against MEK (1 µM U0126) and Akt (1 µM Akt inhibitor VIII). The 

concentration used was based upon the absence of toxicity in MDA-MB-231 cells, as deter-

mined by cell proliferation assay in serum-free medium for 48 h (data not shown). Efficient 

inhibition of MEK or Akt (Fig. 1C) did not modify proliferation of control cells but strongly 

reduced that of GD3S
+
 cells, with the relative number of GD3S

+
 cells being similar to that of 

control ones (Fig. 1D). Taken together, these results indicate an essential function of 

MEK/ERK and PI3K/Akt pathways in the proliferative phenotype of GD3S
+
 MDA-MB-231 

cells.  
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Figure 1- Involvement of MEK/ERK and PI3K/Akt pathways in the proliferation of the GD3S+

clones. A. Cell proliferation assay on standard monolayer plates. GD3S
+
 clones 4 and 11, and control 

cells were cultured in serum-free conditions for 5 days. Cell growth was determined by MTS assay. 

Each measure was performed in 16 wells and data are mean of 4 independent manipulations. **: 

p<0.01, GD3S
+
 cells vs control cells. B. Western-Blot analysis of ERK, Akt, and p38, and their phos-

phorylated forms in control and GD3S
+
 MDA-MB-231 clones after 48 h of culture in serum-free con-

ditions. Expression of GAPDH was used as control for protein loading. C. Cells were treated in se-

rum-free medium for 48 h with 1 µM U0126 or 1 µM Akt inhibitor VIII. Lysates were subjected to 

immunoblot to determine the decrease of pERK and pAkt proteins. D. Proliferation assay using MTS. 

GD3S
+
clone 4 (�) and 11 (�), and control cells (�) were cultured in serum-free medium with the 

appropriated concentration of DMSO as control. In parallel, clones 4 (�) and 11 (�) and control cells 

(�) were cultured in the presence of U0126 or Akt inhibitor VIII for 5 days. **: p<0.01, inhibitors 

treated vs untreated GD3S
+ 

cells. 
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Figure 2- Activation of c-Met in GD3S+ clones in serum-free conditions. A. Total cell lysates from 

control, clone 4 and clone 11, cultured for 48 h under serum-free conditions, were subjected to phos-

pho-RTK array. Phospho-RTK Array coordinates are given on the right side of the figure. Black dots 

represent Phospho-Tyrosine Positive Control; A1, A2: EphA6; A3, A4: EphA7; A5, A6: EphB1; A7, 

A8: EphB2; A9, A10: EphB4; A11, A12: EphB6; A13, A14: Mouse IgG1 Negative Control; A15, 

A16: Mouse IgG2A Negative Control; A17, A18: Mouse IgG2B Negative Control; A19, A20: Goat 

IgG Negative Control; A21, A22: PBS Negative Control; B1, B2: Tie-2; B3, B4: TrkA; B5, B6: TrkB; 

B7, B8: TrkC; B9, B10: VEGFR1; B11, B12: VEGFR2; B13, B14: VEGFR3; B15, B16: MuSK; B17, 

B18: EphA1; B19, B20: EphA2; B21, B22: EphA3; B23, B24: EphA4 ; C1, C2: Mer; C3, C4: c-Met; 

C5, C6: MSPR; C7, C8: PDGFR�; C9, C10: PDGFR�; C11, C12: SCFR; C13, C14: Flt-3; C15, C16: 

M-CSFR; C17, C18: c-Ret; C19, C20: ROR1; C21, C22: ROR2; C23, C24: Tie-1; D1, D2: EGFR; D3, 

D4: ErbB2; D5, D6: ErbB3; D7, D8: ErbB4; D9, D10: FGFR1; D11, D12: FGFR2�; D13, D14: 

FGFR3; D15, D16: FGFR4; D17, D18: Insulin R; D19, D20: IGF-I R; D21, D22: Axl; D23, D24: Dtk. 

B. Western blot analysis using specific c-Met and phospho-c-Met antibodies. Control, GD3S
+
 MDA-

MB-231 and Wild type MDA-MB-231 cultured in serum-free conditions were treated or not 15 min 

with 30 ng/mL HGF/SF. Cell lysates were analyzed by Western blotting with antibody directed 

against human c-Met and the phosphorylated tyrosine residues of the kinase domain. Reprobing with 

anti-ERK2 antibody was performed to assess the loading.
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c-Met receptor is constitutively activated in GD3 synthase expressing cells. 

Several studies have demonstrated that cellular ganglioside composition can modulate the 

activity of growth factor receptors, and consequently induce the activation of intracellular 

molecular pathways [15-17]. In this context, the phosphorylation status of 42 RTKs was si-

multaneously examined using a phospho-RTK array in MDA-MB-231 cells. As shown in Fig. 

2A, GD3S
+
 MDA-MB-231 cells displayed a strong phosphorylation of c-Met receptor com-

pared to control cells cultured in serum-free or in complete medium (supplementary Fig. 1). A 

weak increase of EGFR, Tie-2 and Ret phosphorylation was also observed. To confirm c-Met 

activation, we performed Western blot analysis using anti-phospho-c-Met antibodies directed 

against phosphorylated tyrosine residues 1234 and 1235 of c-Met. As shown in Fig. 2B, 

phospho-c-Met was detected only in GD3S
+
 cells but not in control cells. As expected, 

HGF/SF stimulation induced efficient phosphorylation of c-Met in control MDA-MB-231 

cells. In addition, confocal microscopy analysis of c-Met showed no significant difference in 

c-Met distribution between control and MDA-MB-231 GD3S
+
 cells. Treatment of GD3S

+

MDA-MB-231 cells with 5D5 Fab, which inhibits ligand-dependent activation of c-Met 

through inhibition of HGF/SF-Met association [18-19] (supplementary Fig. 3A), does not 

affect cell proliferation, excluding autocrine activation of c-Met by HGF/SF (supplementary 

Fig. 3B). Slight increase of c-Met expression was also observed in both clones, in comparison 

with control cells. However, QPCR analysis did not reveal modification of MET transcrip-

tional expression in GD3S
+ 

MDA-MB-231 clones (supplementary Fig. 4).  

c-Met activation is involved in the increased proliferation of GD3S+ MDA-MB-231 cells.  

To determine the potential involvement of c-Met in the increased proliferation of GD3S
+

MDA-MB-231 cells, we first inhibited c-Met activation using two selective ATP-competitive 

inhibitors of the c-Met kinase, SU11274 and PHA665752 [20-21]. Both inhibitors abrogated 

constitutive c-Met phosphorylation (Fig. 3A) and significantly decreased the proliferation of 
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both GD3S
+
 clones (Fig. 3B). In addition, both inhibitors of the c-Met kinase activity reduced 

the migration capacity of both clones to the level of control cells (supplementary Fig. 5).  

We then targeted c-Met with specific siRNA, which efficiently silenced c-Met expression in 

control and GD3S
+
 MDA-MB-231 cells (Fig. 3C). Inhibition of c-Met expression prevented 

increased proliferation of clones 4 and 11, thus demonstrating the involvement of c-Met re-

ceptor in the high proliferative property of GD3S
+
 cells in deprivation conditions. Moreover, 

both pharmacological agents and c-Met siRNA also strongly decreased the phosphorylation of 

ERK and Akt in GD3S
+
 clones (Fig. 4A and Fig. 4B). Altogether, these results demonstrate 

that the enhanced proliferation of GD3S
+
 MDA-MB-231 cells is essentially due to c-Met acti-

vation, which in turn activates the downstream MEK/ERK and PI3K/Akt signaling pathways. 
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Figure 3- Reduction of the proliferation of the GD3S+ clones upon c-Met inhibition. A. Inhibition 

of c-Met phosphorylation by pharmacological inhibitors of c-Met. Control cells and clones 4 and 11 

were cultured in presence of 500 nM SU11274 or 100 nM of PHA 665752 for 48 h before lysis and 

Western blot analysis. Expression of Erk2 was used as control for protein loading. B. Cell proliferation 

assays. Clones 4 (�) and 11 (�), and control cells (�) were cultured during 5 days in serum-free 

medium containing 500 nM SU11274, 100 nM of PHA 665752, or the appropriated dilution of DMSO 

as negative control (� clone 4; � clone 11; � MDA-MB-231 control). **: p<0.01, inhibitors treated 

vs untreated GD3S
+
cells. C. Immunoblotting analysis of c-Met after siRNA transfection. Total cell 

lysates were extracted after one round of transfection with siRNA control or with siRNA targeting c-

Met (named Met7 and Met8). D. Proliferation assay after c-Met siRNA transfection. One day after the 

transfection, cells were seeded in 96-wells plates and cell growth was then analyzed after 48 h as de-

scribed in Material and Methods section. Absorbance values were normalized to the control cell trans-

fected with a scrambled sequence, which was arbitrarily set as 100 %. **: p<0.01, GD3S
+
cells vs con-

trol cells.  
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Figure 4- Western blot analysis of p-ERK and p-Akt upon c-Met inhibition. 

A. Western blot analysis of pERK, pAkt in control cells and GD3S
+ 

clones after treatment with c-Met 

inhibitors: 500 nM SU11274 or 100 nM of PHA 665752. B. Western blot analysis of MEK/ERK and 

PI3K/Akt pathways in control cells and GD3S
+ 

clones after treatment with 20 pmol of specific siRNA.  

GD3 synthase over-expression increases tumor growth in SCID mice.  

MDA-MB-231 cells were subcutaneously injected into severe combined immunodeficiency 

(SCID) mice. All animals formed a tumor at the injection site. However, tumor growth of 

GD3S
+
 cells were significantly increased, since tumors were palpable one week after injection 

and attained a size of 1.75 cm
3
 in about 6 weeks. In contrast, empty-vector-transfected cells 

formed palpable tumors with a latency of 3 weeks and formed tumors of similar size in about 

8 weeks (Fig. 5).  
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Figure 5- Xenograft tumor growth in SCID mice. Growth curve of tumors. Control and GD3S
+

MDA-MB-231 cells were subcutaneously injected into SCID mice. Ten animals were used in each 

group. Tumor volume was monitored every 2 or 3 days until tumor volume approached 2 cm
3
. Stu-

dent’s t test was performed between control and clone 11 (*: p<0.05; **: p<0.01), and between control 

and clone 4 (†: p<0.05).

Statistical analyses of microarray data.  

ST8SIA1 expression in breast cancer primary tumors was investigated by exploring two mi-

croarray datasets previously published by van de Vijver et al. [12] and Chin et al. [13]. The 

first dataset consisted of 295 stage I or II breast cancers [12] and the second consisted of 118 

stage I-III (mostly I-II) tumors [13]. As previously reported [9], we found a significant associ-

ation of ST8SIA1 mRNA expression with ER negativity in both datasets (data not shown). To 

refine this result, we used the established subtype classification based on the 534 genes signa-

ture defined by Sorlie et al. [22]. For both datasets, each tumor has been categorized as one of 

the 5 defined subtypes: basal, erbB2, normal-like, luminal A and luminal B. This classifica-

tion has been shown to reflect the clinical outcome of the patients with both basal and erbB2 

subtypes being associated with poorer prognosis [22]. We have analyzed the level of expres-

sion of ST8SIA1 in the different subtypes and found it significantly higher in the basal subtype 

than in any other group in both datasets (Fig. 6A and 6B). Interestingly, higher expression of 
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MET was also observed in the basal subgroup (Fig. 6B). We also found that the expression 

levels of ST8SIA1 and MET were significantly correlated (p<0.001 Pearson’s correlation test) 

in the Chin et al. dataset. Taken together, these results suggest that ST8SIA1 is over-expressed 

in poor prognosis breast cancers (basal type), possibly in conjunction with MET. 

Figure 6- ST8SIA1 and MET expression in breast cancer subtypes. A. ST8SIA1 RNA expression is 

expressed as difference to the median signal detected on Agilent microarray [12]. B. ST8SIA1 and 

MET expression are expressed as normalized signal detected on Affymetrix microarray [13]. For both 

dataset the number of tumors in each subtype group is reported next to X axis. Significant differences 

between basal and other subtypes are indicated, *: p<0.05, ***: p<0.001. 
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Discussion 

In the present study, we showed that the expression of GD3S and complex gangliosides in 

MDA-MB-231 cells leads to a proliferative phenotype in absence of serum or growth factors. 

This phenotype is induced by the constitutive activation of c-Met and subsequent signal trans-

duction MEK/ERK and PI3K/Akt pathways. GD3S expression not only promotes cell growth 

in vitro but also stimulates primary tumor growth in SCID mice and is associated with MET

gene expression in basal subtype of human breast tumors set.  

We previously demonstrated that GD3S expression renders MDA-MB-231 cells independent 

of serum [10]. The ability to survive and proliferate under serum-free conditions is one of the 

well-known features of aggressive cancer cells in vitro that can be mediated by a constitutive 

phosphorylation of RTKs, the key regulators of critical cellular processes such as cell growth 

and survival. Dysregulated activation of RTKs is implicated in the genesis and progression of 

a variety of cancers, including breast cancer [23]. By using phospho-RTK array, we analyzed 

the activation pattern of various RTKs in GD3S
+
 clones. We observed a strong and specific 

constitutive activation of c-Met receptor, in spite of the absence of ligand-dependent stimula-

tion. Moreover, the down-regulation of c-Met induced a significant reversion of the pheno-

type, demonstrating the crucial function of c-Met in the proliferative capacity of the GD3S
+ 

clones. It has been well shown that during oncogenesis, abnormal c-Met activation results in a 

complex program referred to “invasive growth”, consisting in the activation of a series of cel-

lular processes such as proliferation, scattering, invasion and survival [24]. Thus, c-Met acti-

vation via HGF/SF stimulation induced MDA-MB-231 growth, motility and invasiveness 

[25]. c-Met is also known to induce survival of bladder carcinoma cells submitted to serum 

starvation [26] but to our knowledge, nothing is described concerning the implication of c-

Met in breast cancer cells proliferation in serum-free conditions. 
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Perturbation of the HGF/Met signaling axis leads to enhanced signaling that occurs in a wide 

range of aggressive human cancers, correlated with poor prognosis. As previously described 

[27], the two intracellular pathways MEK/ERK and PI3K/Akt promoted by c-Met trans-

phosphorylation serve as key downstream integrators of growth and survival signals in MDA-

MB-231 cells [14]. Signaling for mitogenesis and growth essentially occurs through the 

MEK/ERK pathway, whereas PI3K/Akt signaling has been shown to play a central role in the 

anti-apoptotic responses induced by activated c-Met. Interestingly in this context, we demon-

strated using specific pharmacological inhibitors that the simultaneous activation of both 

pathways is necessary to maintain the proliferative phenotype of GD3S
+
 cells in serum-free 

conditions. 

The GD3S expression leads to the accumulation of complex gangliosides from b- and c-series 

at the plasma membrane of MDA-MB-231 cells. It is commonly known that gangliosides are 

associated or complexed with signal transducers such as small G-proteins, Src family kinases, 

tetraspanins and integrins [28]. The modulation of ganglioside expression can have therefore 

deep effects on receptor-mediated signaling, notably RTKs, and regulate cell growth through 

inhibition/activation of signal transduction pathways [15-17]. For example, tyrosine kinase 

activity of EGFR is inhibited by the monosialoganglioside GM3 through carbohydrate-

carbohydrate interactions of GM3 with GlcNAc terminated N-glycan on EGFR, without inter-

fering with EGF binding [29-30]. Moreover, GM3 has been described as an angiogenesis sup-

pressor by regulating VEGFR-2 phosphorylation [31-32]. Previously, it has been demonstrat-

ed that a-series gangliosides act as negative regulators of c-Met. GD1a inhibits HGF-induced 

motility and scattering of cancer cells through suppression of tyrosine phosphorylation of c-

Met [33]. GM3 and GM2 form heterodimers that specifically interact with tetraspanin (CD82) in 

glycosynapses and such complexes inhibit c-Met activation and integrins cross-talk [34-35]. 
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However, to our knowledge, it is the first demonstration of the ganglioside-induced c-Met 

constitutive activation in cancer cells.  

Dysregulation of c-Met signaling through mutation, over-expression or autocrine/paracrine 

loops has been well documented and is known to be an important feature in various human 

cancers, especially in terms of metastasis development [36]. To date, no mutation has been 

found either in human breast cancer biopsies or in breast cancer cell lines including MDA-

MB-231 [http://www.vai.org/met/]. A slight increase of c-Met expression was observed in 

both GD3S
+
 clones, but was not correlated to an increase of MET transcription, as revealed by 

quantitative PCR analysis. A majority of breast tumors aberrantly expresses HGF and its re-

ceptor [37-38] that may activate c-Met in an autocrine manner. However, it has been demon-

strated that the autocrine activation of c-Met does not occur in MDA-MB-231 [39]. Prolifera-

tion assay of GD3S
+
 clones with 5D5 Fab, which specifically blocks HGF binding and subse-

quent pathway activation, has confirmed ligand-independent activation of c-Met upon GD3S 

expression. Thus, we described original mechanism of c-Met activation independently of gene 

amplification or autocrine activation induced by complex gangliosides in MDA-MB-231 

GD3S
+
 cells. 

As shown in Fig. 3, the down-regulation of c-Met activation did not abolish completely the 

proliferative capacities of these cells after 5 days of culture in deprivation conditions. It is 

possible that other RTKs could contribute to the enhanced proliferation, as EGFR, Ret and 

Tie-2, which are also found to be slightly activated in GD3S
+
 cells. Consistent with this hypo-

thesis, recent evidence demonstrates that c-Met crosstalk with other cell surface proteins, in-

cluding RTKs, contributes to tumorigenesis [40-41]. For example, the synergistic action of c-

Met and EGFR has been demonstrated to enhance the malignant properties of cancer cells by 

promoting the resistance of tumors to therapy [42-43].  
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In vivo experiments reveal that GD3S expression enhances the tumorigenicity of MDA-MB-

231 cells in SCID mice. This suggests that modification of complex gangliosides pattern may 

provide some advantage for cancer cells to grow in the cellular environment of host tissues. 

Previous studies have shown that stable inhibition of GD3 and GD2 expression in human lung 

cancer cells by GD3S siRNA significantly suppressed cell growth in SCID mice [44]. In pa-

rallel, ST8SIA1 over-expression was associated with poor pathohistological grading in ER-

negative tumors and reduced overall survival of patients [8-9]. We report here a higher ex-

pression of ST8SIA1 in the basal subtype of breast tumors compared to others. Interestingly, a 

similar pattern was found for MET, in accordance with previous reports [38, 45-46]. c-Met is 

also associated with poor clinical outcome and considered as a possible marker for earlier 

recurrence and shorter survival in breast cancer patients [47-49]. Our results support the idea 

that the products of these two genes may cooperate within the same subtype of breast cancers: 

the basal-type, which consists mainly in the triple-negative breast cancers (estrogen receptor, 

progesterone receptor and erbB2 negative). These cancers are of poor prognosis and cannot 

benefit from available targeted therapies (i.e. hormono-therapy and Herceptin treatment) [22]. 

It has been recently shown that the GD3S expression renders human hepatocarcinoma cells 

susceptible to hypoxia, mediated ROS generation and subsequent cell death [50]. Hepatocar-

cinoma GD3S
+
 cells display enhanced GD3 levels both at the cell surface and in internal orga-

nelles, most likely including mitochondria. This specific subcellular localization is consistent 

with the proapoptotic role of GD3, described in a variety of cell types. Therefore, the biological 

outcome of GD3S expression in cancer cell biology also depends on the subsequent cellular 

localization and the relative amounts of complex gangliosides that localize to the mitochon-

dria. To conclude, our results show that GD3S and complex gangliosides expression may con-

tribute to increase the malignant properties of breast cancer cells, by activating RTKs, espe-

cially c-Met. This mechanism underlies a new way for c-Met constitutive activation. Molecu-
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lar targeted therapies have been developed for over a decade to specifically inhibit consistent-

ly activated oncogene products, including c-Met [25]. However, their efficiency is limited to 

some patients because of the development of intrinsic or acquired resistance. The present re-

sults suggest that complex gangliosides are not only antigenic markers but could be also valid 

therapeutic targets in basal-type/triple negative breast cancers. Although further studies are 

needed to precisely determine which type of gangliosides is responsible of the specific activa-

tion of c-Met, our results suggest that targeting both gangliosides and c-Met would lead to a 

more favorable clinical outcome than targeting RTKs alone. 
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Supplementary Figure 1: RTK co-activation status in MDA-MB-231 control cultured for 48 h in 
DMEM containing 10 % FBS. Phospho-RTK Array coordinates are given on the right side of the 

figure. Black dots represent Phospho-Tyrosine Positive Control; A1, A2: EphA6; A3, A4: EphA7; A5, 

A6: EphB1; A7, A8: EphB2; A9, A10: EphB4; A11, A12: EphB6; A13, A14: Mouse IgG1 Negative 

Control; A15, A16: Mouse IgG2A Negative Control; A17, A18: Mouse IgG2B Negative Control; 

A19, A20: Goat IgG Negative Control; A21, A22: PBS Negative Control; B1, B2: Tie-2; B3, B4: 

TrkA; B5, B6: TrkB; B7, B8: TrkC; B9, B10: VEGFR1; B11, B12: VEGFR2; B13, B14: VEGFR3; 

B15, B16: MuSK; B17, B18: EphA1; B19, B20: EphA2; B21, B22: EphA3; B23, B24: EphA4; C1, 

C2: Mer; C3, C4: c-Met; C5, C6: MSPR; C7, C8: PDGFR�; C9, C10: PDGFR�; C11, C12: SCFR; 

C13, C14: Flt-3; C15, C16: M-CSFR; C17, C18: c-Ret; C19, C20: ROR1; C21, C22: ROR2; C23, 

C24: Tie-1; D1, D2: EGFR; D3, D4: ErbB2; D5, D6: ErbB3; D7, D8: ErbB4; D9, D10: FGFR1; D11, 

D12: FGFR2�; D13, D14: FGFR3; D15, D16: FGFR4; D17, D18: Insulin R; D19, D20: IGF-I R; D21, 

D22: Axl; D23, D24: Dtk. 
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Supplementary Figure 2: Analysis of c-Met distribution of MDA-MB-231 GD3S+ clones by im-
munocytochemistry and confocal microscopy. Cells were cultured on glass for 2 days in serum-free 

medium, washed with phosphate-buffered saline (PBS) and then fixed with PBS containing 4 % para-

formaldehyde (Sigma-Aldrich) for 20 min at room temperature. Cells were permeabilized with PBS 

containing 0.5 % Triton X-100 for 10 min and washed 3 times with PBS. The fixed cells were then 

incubated for at least 60 min (with a blocking solution containing 0.2 % casein, 0.1 % Tween-20 dis-

solved in PBS), subsequently incubated with anti-c-Met (1:500) diluted in blocking buffer. After three 

washes of 5 min with the blocking buffer, cells were incubated with Alexa Fluor® 488-conjugated 

secondary antibodies (1:1500). Cells were washed three times in PBS, then with deonized water, and 

finally mounted in Glycergel® (Dako). Nucleus was stained for all coverslips with Hoechst. Stained 

slides were examinated under a Zeiss LSM 710 confocal microscope (470 nm excitation for Alexa 

Fluor® 488). The image acquisition characteristics were maintained throughout the experiments to 

ensure the comparability of the results and to allow the comparison of the fluorescence levels. The 

intensity of the signals was directly quantified on the confocal microscope with LSM examiner soft-

ware (AIM 3.2; Zeiss, Le Pecq, France). 
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Supplementary Figure 3: A. Proliferation assay using 5D5 anti c-Met antibody. GD3S
+
 clone 4 

(�), clone 11 (�) and control cells (�) were culture in the presence of 5D5 Fab. In parallel, clone 4 

(�), clone 11 (�) and control cells (�) were cultured in serum-free medium in presence of control 

IgG. **p < 0.01, 5D5 Fab GD3 over-expressing treated cells vs control cells. B. Wild type MDA-MB-

231 cells were treated or not 15 min with 30 ng/ml in presence of 10 mg/ml 5D5 Fab or control IgG. 

Cell lysate were analyzed by Western blotting with antibody directed against human Met and the 

phosphorylated tyrosine residues of the kinase domain. Reprobing with anti-ERK2 antibody was per-

formed to assess the loading. 
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Supplementary Figure 4: Real-time PCR quantification of Met mRNA in GD3S+ clones. Levels 

of Met mRNA in absence (white bars) or after stimulation with HGF (grey bars) were expressed com-

pared to the amount of Met mRNA in MDA-MB-231 control cells, which was regarded as 100 %. 

Results were normalised to the expression of HPRT mRNA. The quantification was performed by the 

method described by Livak and Schmitten (Livak KJ, Schmittgen TD. Methods 2001;25:402-408). 

Supplementary Figure 5: Cell migration analysis. Cells were seeded in the upper surface of Trans-

wells and cultured for 6 h in DMEM medium supplemented with 0.1 % FCS and DMSO (write bars), 

SU11274 (grey bars) or PHA665752 (black bars). The number of cells passing through the filter was 

determined by counting the number of cell on the down side of the filter in ten microscopic fields 

(20 x) per sample.  

  

�

��

��

-�

#�

���

���

%�����& %&����� %&������

�
�
&�

��
7
�
�6

�
��
�

�
:

�
�
;�

��




��
�
�

5���&������'��� �����<�=

"�9

:��
���&�����

6
��

��
��
�
�
	�

&&
�

�

2
�
�

%�����& %&����� %&������

�

��

���

���

���

���

���

� � �



Résultats : Article 3 

�
151

Article 3: The ganglioside GD2 induces the constitu-

tive activation of c-Met in MDA-MB-231 breast can-

cer cells expressing the GD3 synthase 

Les résultats présentés dans l’article 3 montrent que l’activation spécifique du récepteur c-Met 

dans les cellules MDA-MB-231 exprimant la GD3 synthétase est dépendante du GD2. Des ana-

lyses en spectrométrie de masse ont montré que ce disialoganglioside représente le glycos-

phingolipide majoritaire des clones GD3 synthétase positifs. L’inhibition de l’expression du 

GD2 par ARN interférence de la GM2/GD2 synthétase réduit de manière significative la phos-

phorylation de c-Met et la prolifération des clones d’intérêt. De plus, des expériences de com-

pétition à l’aide d’un anticorps dirigé contre la partie saccharidique du GD2 permettent 

d’inhiber la prolifération des cellules qui expriment la GD3 synthétase. Les résultats obtenus 

suggèrent que la structure oligosaccharidique du GD2 joue un rôle essentiel dans la spécificité 

d’activation du récepteur c-Met, indépendamment de son ligand HGF. 

Cet article sera prochainement soumis en qualité de « Short Communication » dans le journal 

Glycobiology.  
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Abstract

We have recently established and characterized cellular clones deriving from MDA-MB-231 

breast cancer cells that express the human GD3 synthase, the key enzyme controlling b- and c-

series gangliosides biosynthesis. The GD3 synthase positive clones show a proliferative pheno-

type in absence of serum or growth factors and an increased tumor growth in severe immuno-

deficiency mice. This phenotype results from the constitutive activation of c-Met receptor in 

spite of the absence of ligand, and subsequent activation of mitogen-activated protein ki-

nase/extracellular signal-regulated kinase and phosphoinositide 3-kinase/Akt pathways. Here 

we show by mass spectrometry analysis of total glycosphingolipids that GD2 is the main gan-

glioside expressed by the GD3 synthase positive clones. Moreover, siRNAs silencing of the 

GA2/GM2/GD2/GT2 synthase (�4-GalNAc T1), which resulted in 87-90 % decrease of GD2 syn-

thase mRNA level, efficiently reduced the expression of GD2 and reversed the proliferative 

phenotype due to the strong decrease of c-Met phosphorylation. Competition assays using 

anti-GD2 monoclonal antibodies also inhibit cell proliferation of GD3 synthase positive clones 

in serum-free conditions. Altogether, these results clearly demonstrate the involvement of the 

disialoganglioside GD2 in MDA-MB-231 cell proliferation via the constitutive activation of c-

Met in absence of ligand. The accumulation of GD2 in c-Met expressing cells could therefore 

reinforce the tumorigenicity and aggressiveness of breast cancer tumors. 

Key Words: breast cancer, cell proliferation, GD3 synthase, GD2 ganglioside, MDA-MB-231 
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Abbreviations 

�4GalNAc T1, GA2/GM2 GD2/GT2 synthase; BSA, Bovine Serum Albumin; DMEM, Dulbec-

co's Modified Eagle's Medium; EDTA, Ethylene Diamine Tetra-acetic Acid; ER, estrogen 

Receptor; ERK, Extracellular Signal-Regulated Kinase; GlcCer, Glucosylceramide; FAK, 

Focal Adhesion Kinase; FBS, Fetal Bovine Serum; FITC, Fluorescein Isothiocyanate; Gal, 

Galactose; GalNAc, N-acetylgalactosamine; GD3S, GD3 synthase; GSL, glycosphingolipid; 

HGF/SF, Hepatocyte Growth Factor / Scatter Factor; HPRT, Hypoxanthine Phosphoribosyl-

transferase; LacCer, Lactosylceramide; mAb, monoclonal Antibody; MEK, Mitogen-

Activated Protein (MAP) Kinase/ERK kinase; MTS, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium; Neu5Ac, N-acetylneuraminic 

acid; NGF, Nerve Growth Factor; pAkt, phospho-Akt; pERK, phospho-ERK; PBS, Phosphate 

Buffered Saline; PI3K, Phosphoinositide-3 Kinase; PR, progesterone receptor; QPCR, Quan-

titative real-time Polymerase Chain Reaction; RTK, Receptor Tyrosine-kinase; SCID, Severe 

Combined Immunodeficiency; SCLC, Small Cell Lung Cancer; SDS-PAGE, Sodium Dodecyl 

Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis; siRNA, Small Interfering RNA; ST3Gal V, GM3

synthase; ST8Sia I, GD3 synthase; ST8Sia V, GT3 synthase; TACA, Tumor-Associated Carbo-

hydrate Antigens. 
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Introduction

Gangliosides are glycosphingolipids (GSL) carrying one or several sialic acid residues. They 

are essentially located on the outer leaflet of the plasma membrane in microdomains named 

“glycosynapses”, where they can interact with transmembrane receptors or signal transducers 

involved in cell proliferation and signaling (Hakomori, 2002; Todeschini and Hakomori, 

2008a). 

Gangliosides are usually classified in four series according to the presence of 0 to 3 sialic acid 

residues linked to lactosylceramide (LacCer, GA3). The transfer of sialic acid is catalyzed in 

the Golgi apparatus by specific sialyltransferases (GM3, GD3 and GT3 synthases, respectively) 

that show high specificity toward their glycolipid substrates (Zeng and Yu, 2008). GA3, GM3, 

GD3 and GT3 are therefore the precursors for o-, a-, b- and c-series gangliosides (Fig. 1) and 

the biosynthesis of these compounds determine the relative proportion of gangliosides in each 

series (Fig. 1). Afterwards, further monosaccharides, including N-acetylgalactosamine (Gal-

NAc), galactose (Gal) and sialic acid (Neu5Ac), can be transferred in a stepwise manner by 

other specific glycosyltransferases (Tettamanti, 2004). The steady state level of membrane 

associated gangliosides is therefore dependent on the activity of several glycosyltransferases 

including ST3Gal V (GM3 synthase), ST8Sia I (GD3 synthase, GD3S), ST8Sia V (GT3 synthase 

or the �4GalNAc T1 (GA2/GM2/GD2/GT2 synthase).  

Normal human tissues mainly express a-series gangliosides (Fig. 1), whereas complex gangli-

osides from b- and c-series are essentially found in developing tissues, during embryogenesis, 

and mainly restricted to the central nervous system in healthy adults (Yamashita et al., 1999). 

In mammals, the expression of b- and c-series gangliosides increases in pathological condi-

tions including cancer. In this context, GD3 and GD2 have been defined as tumor-associated 

carbohydrate antigens (TACA) in neuroectoderm-derived tumors such as melanoma, neurob-

lastoma and glioblastoma (Furukawa et al., 2006).  
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Figure 1. Biosynthesis of gangliosides.
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It has been also clearly demonstrated that complex gangliosides play a key role in tumor 

growth and metastasis, by mediating cell proliferation, migration, adhesion and angiogenesis 

(Birklé et al., 2003). Complex gangliosides have been used as target molecules for cancer 

immunotherapy, such as GD3 in melanoma (Chapman et al., 2004; Scott et al., 2005; Lo et al., 

2010) or GD2 in neuroblastoma (Navid et al., 2010; Yu et al., 2010). However, in most of 

these studies, molecular functions of individual gangliosides in tumor progression and aggres-

siveness have not been elucidated. One mechanism by which gangliosides may exert their 

effects on proliferation is through the modulation of tyrosine kinase receptors (RTK) activa-

tion. For example, GD3 synthase expression in PC12 cells leads to the accumulation of GD1b

and GT1b gangliosides, resulting in continuous neurotrophins receptor TrkA activation, en-

hancing cell growth without NGF binding (Fukumoto et al., 2000).  

In normal breast tissues, complex gangliosides are absent or expressed at a very low level, but 

GD3, 9-O-acetyl-GD3 and 9-O-acetyl-GT3 are oncofetal markers in invasive ductal breast carci-

noma (Marquina et al., 1996). Two clinical studies have also shown that ST8SIA1, the GD3S 

encoding gene, the key enzyme that controls b- and c-series gangliosides biosynthesis, dis-

played higher expression among estrogen receptor (ER) negative breast cancer tumors (Ruck-

häberle et al., 2008). Furthermore, ST8SIA1 expression was associated with higher histologi-

cal grade in ER negative tumors (Ruckhäberle et al., 2009).  

We have recently developed a cellular model deriving from the triple negative (ER-, PR- and 

Her2-) MDA-MB-231 breast cancer cell line, expressing the human GD3S and showing a 

proliferative phenotype in absence of serum or exogenous growth factors (Cazet et al., 2009). 

The proliferative capacities of MDA-MB-231 GD3S
+
 clones in serum-free conditions directly 

proceed from the constitutive activation of c-Met receptor and downstream MEK/ERK and 

PI3K/Akt signaling pathways (Cazet et al., 2010). Moreover, GD3S expression not only pro-

motes cell growth in vitro but also stimulates primary tumor growth in severe immunodefi-
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ciency (SCID) mice. Finally, micro-arrays analysis has shown a higher expression of ST8SIA1

and MET in the basal subtype of human breast tumors (Cazet et al., 2010). 

In the present study, we show by mass spectrometry analysis that GD2 is the main ganglioside 

expressed by MDA-MB-231 GD3S
+
 clones whereas control MDA-MB-231 cells accumulate 

mainly GM3 and GM2. We also demonstrate that GD2 is directly involved in the constitutive 

activation of c-Met in absence of the ligand HGF/SF, probably implicating specific interaction 

between c-Met receptor and the oligosaccharide moiety of GD2. 
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Material and methods

Antibodies and reagents- Anti-GD3 R24 mAb was purchased from Abcam Company (Paris, 

France). Anti-GD2 (mouse IgG3) 4G2 mAb (Portoukalian et al., 1989) and anti-GT3 A2B5 

mAb (Dubois et al., 1990) was kindly provided by Pr. Jacques Portoukalian (Department of 

Transplantation and Clinical Immunology, Claude Bernard University and Edouard Herriot 

Hospital, Lyon, France). The anti-GD2 mAb was purified by chromatography on protein G 

affinity column (Sigma-Aldrich, Lyon, France) and protein concentration was determined by 

the Bio-Rad RC protein assay kit II. FITC-conjugated sheep anti-mouse IgG was purchased 

from GE Healthcare (Templemars, France). FITC-conjugated rabbit anti-mouse IgM was pur-

chased from Molecular Probes Invitrogen (Cergy-Pontoise, France). Small interfering RNAs 

(siRNAs) were manufactured by Dharmacon Company (Thermo Scientific, Illkirch, France) 

and QPCR primers were synthesized by Eurogentec (Seraing, Belgium). 

Cell Culture- Cell culture reagents were purchased from Lonza (Levallois-Perret, France). 

The breast cancer cell line MDA-MB-231 was obtained from the American Type Cell Culture 

Collection (Rockville, MD, USA). These cells were routinely grown in monolayers and main-

tained in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) supplemented with 10 % fetal bo-

vine serum (FBS), 2 mM L-glutamine, 100 units/mL penicillin-streptomycin, at 37°C in 5 % 

CO2. MDA-MB-231 control (empty vector transfected) and MDA-MB-231 GD3S
+
 clones 4 

and 11 were obtained as previously described (Cazet et al., 2009). The transfected cells were 

cultured in the presence of 1 mg/mL G418 (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). 

Extraction and preparation of glycolipids- 20 dishes (10 cm diameter) of cultured cells were 

washed twice with ice-cold PBS and cells were scraped and homogenized. Cells were sus-

pended in 200 µL of water and sonicated on ice. The resulting material was dried and then se-

quentially extracted three times by CHCl3/CH3OH (2:1, v/v), three times by CHCl3/CH3OH 

(1:1, v/v) and three times by CHCl3/CH3OH/H2O (1:2:0.8, v/v/v). Supernatants from the latter 
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extractions were pooled, dried, and subjected to a mild saponification in 0.1 M NaOH in 

CHCl3/CH3OH (1:1) at 37°C for 2 h and then evaporated to dryness (Schnaar, 1994). Sample 

was reconstituted in CH3OH/H2O (1:1, v/v) and applied to a C18 Sep-Pak cartridge (Waters, 

Milford, MA) equilibrated in the same solvent system. After washing with five volumes of 

CH3OH/H2O (1:1, v/v), GSL were eluted by two volumes of CH3OH, two volumes of 

CHCl3/CH3OH (1:1, v/v) and two volumes of CHCl3/CH3OH (2:1, v/v).

Mass spectrometry analysis of lipids/glycolipids- Prior to mass spectrometry analysis, GSL 

were permethylated according to the Ciucanu and Kerek procedure (Ciucanu and Kerek, 1984). 

Briefly, compounds were incubated 2 h in a suspension of 200 mg/mL NaOH in dry DMSO 

(300 µL) and ICH3 (200 µL). The methylated derivatives were extracted in CHCl3 and washed 

several times with water. The reagents were evaporated and the sample was dissolved in CHCl3 

in the appropriate dilution. Mass spectrometry analysis of permethylated GSL was performed 

by matrix assisted laser desorption-ionization time-of-flight (MALDI-TOF) on a Voyager Elite 

reflectron mass spectrometer (PerSeptive Biosystems, Framingham, MA), equipped with a 337 

nm UV laser. Samples were prepared by mixing on tube 5 µL of diluted permethylated deriva-

tives solution in CHCl3 and 5 µL of 2,5-dihydroxybenzoic acid matrix solution (10 mg/mL dis-

solved in CHCl3/CH3OH (1:1, v/v)). The mixtures (2 µL) were then spotted on the target plate 

and air dried. 

RNA interference assays- Cells were transfected with 200 nM duplexes siRNA targeting 

B4GALNACT1 (L-011279-00) or a scramble sequence using Lipofectamine 2000 reagent (In-

vitrogen, Carlsbad, CA, USA) following the manufacturer’s instructions with slight modifica-

tions. Cells were transfected in OptiMEM medium, in the absence of FBS. Two cycles of 

siRNA were done to achieve maximal knockdown. Cells were transfected twice with corres-

ponding siRNAs at t = 0 h and t = 48 h and were collected for cell growth and phospho-array 

assays 24 h later and 48 h later for flow cytometry analysis. 
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Reverse transcription and quantitative real-time PCR- Total RNA was extracted using the 

Nucleospin RNA II (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) according to the protocol provided by 

the manufacturer. Total RNA (1 µg) was reverse-transcribed using first strand cDNA synthe-

sis kit (Amersham Biosciences, Freiburg, Germany). 

Quantitative real-time PCR (QPCR) and subsequent analysis were performed using the Mx-

3005P Quantitative System (Stratagene, Amsterdam, The Netherlands). Primer pairs for 

B4GALNACT1 and HPRT (Hypoxanthine PhosphoRibosylTransferase) transcripts were pre-

viously described (Cazet et al., 2009). QPCR reactions (25 µL) were performed using 2X 

SYBR® Green Universal QPCR Master Mix (Stratagene, Amsterdam, The Netherlands) with 

2 µL of 1:5 cDNA dilution and 300 nM final concentration of each primer. QPCR conditions 

were as follows: 95°C for 30 sec, 51°C for 45 sec, 72°C for 30 sec (40 cycles). Quantification 

was performed by the method described by Livak and Schmittgen (Livak and Schmittgen, 

2001). Serial dilutions of the appropriate positive control cDNA sample were used to create 

standard curves for relative quantification and B4GALNACT1 transcripts were normalized to 

HPRT expression. Assays were performed in triplicate and QPCR amplification was repeated 

3 times. Negative control reactions were performed by replacing cDNA templates by sterile 

water or corresponding total RNA samples. 

Flow cytometry analysis- Cells were detached by EDTA 4 mM in PBS and incubated for 1 h 

at 4°C with anti-gangliosides mAbs: anti-GD3 (1:100), anti-GD2 (1:75) and anti-GT3 (1:10), 

diluted in PBS containing 0.5 % bovine serum albumin (BSA) (Sigma-Aldrich). After wash-

ing with PBS/0.5 % BSA, cells were incubated for 1 h on ice with FITC-conjugated anti-

mouse IgM or IgG. Controls were performed using appropriate isotype, as well as secondary 

antibodies alone. Cells were then subjected to flow cytometry analysis using a FACScalibur 

flow cytometer from Becton Dickinson (Le-Pont-de-Claix, France). 
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Proliferation assays- Cell growth was analyzed using MTS reagent (Promega, Charbonnières-

les-Bains, France) according to the manufacturer's procedure. For RNA interference assay, 

2 x 10
3 

cells were seeded in 96-wells plates (Thermo Fisher Scientifics, Langenselbold, Ger-

many) after two cycles of siRNA and then cultured during 5 days in DMEM serum-free me-

dium. Cell numbers were determined after 1, 2, 3, 4 and 5 days by adding MTS [3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium] to the 

wells 2 h before spectrophotometric reading (absorbance at 490 nm). 

For cell growth inhibition assay, transfectant cells and control cells (2.5 x 10
3
) were seeded in 

96-wells plates and grown in DMEM culture medium containing 0.1 % FBS. After 12h, the 

medium was replaced and cells were treated with anti-GD2 4G2 mAb diluted to the indicated 

concentrations or with an irrelevant mAbs for 3 days.  

Phospho-RTK array analysis- Two days after transfection with siRNA, cells were lysed in 

NP-40 lysis buffer (1 % NP-40, 20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 137 mM NaCl, 10 % glycerol, 2 

mM EDTA, 1 mM sodium orthovanadate and protease inhibitor cocktail tablet (Roche; Mey-

lan, France)). The human Phospho-RTK array kit (R&D Systems Europe, Lille, France) was 

used according to the manufacturer’s protocol. Briefly, the arrays were blocked in the appro-

priate blocking buffer and incubated overnight at 4°C with 200 µg of total protein extract. The 

arrays were washed three times and incubated with a horseradish-peroxidase-conjugated 

phospho-tyrosine detection antibody, 1 h at room temperature, before treated with ECL-Plus 

Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) and exposed to Kodak film (GE Health-

care). 

Statistical analyses- Student’s t test was used for statistical analysis. p < 0.05 was considered 

as statistically significant. 
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Results 

Ganglioside contents of GD3S+ MDA-MB-231 cells.  

To precisely determine the ganglioside profile of GD3S
+
 MDA-MB-231 cells, we analyzed 

the composition of GSL by mass spectrometry MALDI-TOF after permethylation (Fig. 2). 

Two ceramide isoforms is usually expressed in human tissues due to the substitution of the 

sphingosine by stearic acid C18:0 (F1) or lignoceric acid C24:0 (F2) (Fig. 2). As expected, 

wild type or empty vector-transfected MDA-MB-231 (control) cells only expressed a-series 

gangliosides, mainly GM2 (Fig. 1A and 1B). Glucosylceramide (GlcCer) and LacCer precur-

sors were also detected, as well as globo-series Gb3 and Gb4. In the other hand, both GD3S
+

clones (clones 4 and 11) accumulated b- and c- series gangliosides, as it was previously 

shown by flow cytometry and confocal microscopy using different anti-ganglioside mAbs 

(Cazet et al., 2009). Interestingly, the GD2 represents the most predominant complex gangli-

oside, whereas low amount of GD1b, GT3 and GT2 were detected (Figure 1C and 1D). These 

results fit well with the high expression of the �4GalNAc T1 in MDA-MB-231 cells, as pre-

viously shown by QPCR experiments (Cazet et al., 2009). In parallel, GM3 and GM2 expression 

levels were reduced in MDA-MB-231 GD3S
+
 cells compared to control cells. These results 

were confirmed by MALDI-TOF/TOF analysis (data not shown).  
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Figure 2. MALDI-TOF analysis of permethylated GSL isolated from MDA-MB-231 GD3S
+
 cells. 

Permethylated GSL isolated from (A) wild type MDA-MB-231 cells, (B) control MDA-MB-231 cells 

transfected with empty vector, (C) GD3S+ MDA-MB-231 clone 4 and (D) clone 11 were analyzed by 

MALDI-TOF on a Voyager Elite reflectron mass spectrometer equipped with a 337 nm UV laser. 

Gangliosides from b- or c-series were not detected in wild type and control cells, whereas complex 

gangliosides containing 2 to 3 sialic acids residues (i.e. GD3, GD2, GT3, GT2) were detected in MDA-

MB-231 GD3S+ cells. Cer: ceramide; LacCer: lactosylceramide; GlcCer: glucosylceramide; F1: Cer = 

N-stearyl-sphingosine; F2: Cer = N-lignoceryl-sphingosine. 
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In order to determine the role of GD2 in the activation of c-Met and proliferative phenotype, 
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thase expression decreased proliferation of both GD3S
+
 clones during the first 3 days of cul-

ture, demonstrating the involvement of GalNAc-substituted complex gangliosides, mainly 

GD2, in GD3S
+
 cells proliferation in deprivation conditions (Fig. 2B).  

The phosphorylation status of 42 RTKs was simultaneously examined in MDA-MB-231 

GD3S
+
 cells 24 h after transfection with corresponding siRNA using phospho-RTK arrays. As 

shown in Fig. 2C, inhibition of GA2/GM2/GD2/GT2 synthase expression strongly decreased the 

phosphorylation of c-Met (coordinates C3, C4) compared to MDA-MB-231 GD3S
+
 cells 

transfected with control siRNA. A similar decrease of Tie-2 (coordinates B1, B2) and a slight 

decrease of EGFR (coordinates D1, D2) phosphorylation was also observed (Fig. 2C).  

Inhibition of cell growth by anti-GD2 mAb. 

Effect of anti-GD2 mAb on cell proliferation was then analyzed by adding the specific antibo-

dy to the culture medium. The high proliferative capacity of the MDA-MB-231 GD3S
+ 

was
 

strongly decreased in the presence of the anti-GD2 mAb 4G2. The inhibition effects were de-

pendent on the concentration of the added antibody and became significant even at 15 µg/mL 

(Fig. 4).  
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Figure 3- SiRNA inhibition of  4GalNAc T1 strongly reduces c-Met activation and reverses the 

proliferative phenotype of GD3S
+
 cells. A. Inhibition of GD2 expression. Control and GD3S+ clones 

were transfected with siRNA targeting B4GALNACT1 or with a scramble sequence. Cells were har-

vested and incubated with anti-GD3, anti-GD2 and anti-GT3 mAbs. The grey peaks: control siRNA; open 

peaks: B4GALNACT1 siRNA. B: Inhibition of GD2 expression reduces GD3S
+
 clones proliferation 

in serum-free conditions. One day after transfection, cells were seeded in 96-wells plates and cul-

tured during 5 days in serum-free medium as described in Material and Methods section. Cell growth 

was analyzed by MTS assay. Counting was performed in 16 wells and data are the mean of 3 indepen-

dent manipulations. ** p < 0.01, GD3S+ vs control. C. Phospho-array analysis. Total cell lysates 

from control, GD3S+ clone 4 and clone 11, transfected with specific siRNA targeting B4GALNACT1 

or with control sequence, were subjected to phospho-RTK array. Phospho-RTK Array coordinates are 

given on the left side of the figure. Black dots represent Phospho-Tyrosine Positive Control; A1, A2: 

EphA6; A3, A4: EphA7; A5, A6: EphB1; A7, A8: EphB2; A9, A10: EphB4; A11, A12: EphB6; A13, 

A14: Mouse IgG1 Negative Control; A15, A16: Mouse IgG2A Negative Control; A17, A18: Mouse 

IgG2B Negative Control; A19, A20: Goat IgG Negative Control; A21, A22: PBS Negative Control; 

B1, B2: Tie-2; B3, B4: TrkA; B5, B6: TrkB; B7, B8: TrkC; B9, B10: VEGFR1; B11, B12: VEGFR2; 

B13, B14: VEGFR3; B15, B16: MuSK; B17, B18: EphA1; B19, B20: EphA2; B21, B22: EphA3; 

B23, B24: EphA4 ; C1, C2: Mer; C3, C4: c-Met; C5, C6: MSPR; C7, C8: PDGFR!; C9, C10: 

PDGFR ; C11, C12: SCFR; C13, C14: Flt-3; C15, C16: M-CSFR; C17, C18: c-Ret; C19, C20: 

ROR1; C21, C22: ROR2; C23, C24: Tie-1; D1, D2: EGFR; D3, D4: ErbB2; D5, D6: ErbB3; D7, D8: 

ErbB4; D9, D10: FGFR1; D11, D12: FGFR2!; D13, d14: FGFR3; D15, D16: FGFR4; D17, D18: 

Insulin R; D19, D20: IGF-I R; D21, D22: Axl; D23, D24: Dtk. 

A
GD3 GD2 GT3

Control siRNA B4GALNACT1 siRNA  

Clone 11

100 101 102 103

1
0
0

0

C
e

ll
n

u
m

b
e

r

100 101 102 103 100 101 102 103

1
0
0

0

100 101 102 103 100 101 102 103 100 101 102 103

1
0
0

0

100 101 102 103 100 101 102 103 100 101 102 103

Clone 4

Control

C

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

0 1 2 3 4 5

C
e

ll
  g

ro
w

th
  

(A
 4

9
0

 n
m

)

Time (days)

0.8

0.6

0.4

0.2

0

1

Control + siRNA control

Clone 4 + siRNA control 

Clone 11 + siRNA control 

Control + siRNA B4GALNACT1

Clone 4 +  siRNA B4GALNACT1

Clone 11 + siRNA B4GALNACT1 

B

Clone 11Clone 4

B4GALNACT1 siRNAcontrol siRNA

1
2
3
4

5
6

8

10

7

9

11
12

13
14
15
16

17
18
19
20

21
22
23
24

A B C D A B C DA B C D

1
2
3
4

5
6

8

10

7

9

11
12

13
14
15
16

17
18
19
20

21
22
23
24

**

A B C DA B C D

Clone 11Clone 4



Résultats : Article 3 

�
168

Figure 4: Inhibition of the cell growth of MDA-MB-231 GD3S+ by using an anti-GD2 mAb. Cell 

proliferation of clones 4 (A) and clone 11 (B) over-expressing GD3S treated with 15 µg/mL mAb 4G2 

in serum-free conditions was determined by MTS assay. Each measure was performed in 8 wells and 

data are mean of 2 independent manipulations.  

Discussion 

The pharmacological and genetic control of gangliosides expression has been applied during 

the past years to study the influence of b-series gangliosides on cell behavior, including cell 

proliferation, and accumulating evidences indicate the tumor-specific and malignant pheno-

type-associated expression of GD2. For example, GD2 expression is required and sufficient to 

drive human small cell lung cancer (SCLC) proliferation, migration and invasion in vitro as 

well as tumor growth (Ko et al., 2006). In this context, the disialoganglioside GD2 represents a 

valid therapeutic target for cancer immunotherapy (Ragupathi et al., 2003; Yvon et al., 2009; 

Lo et al., 2010). 

Growth factor receptors are characterized by a common susceptibility to gangliosides, which 

modulate in glycosynaptic microdomains the receptor-associated tyrosine kinase activity 

(Miljan and Bremer, 2002; Kaucic et al., 2006). Studies conducted over the past 10 years have 

demonstrated inhibition of c-Met signaling by a-series gangliosides. GD1a inhibits HGF-

induced motility of cancer cells through suppression of tyrosine phosphorylation of c-Met 
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(Hyuga et al., 2001). GM3 and GM2 form heterodimers that specifically interact with tetraspa-

nin (CD82) and such complexes inhibit c-Met and its cross-talk with integrins, providing a 

basis for control of cell proliferation and invasiveness (Todeschini et al., 2007; 2008b). In 

parallel, we have demonstrated that the expression of GD3S and complex gangliosides in 

MDA-MB-231 cells leads to a proliferative phenotype by a positive regulation of c-Met phos-

phorylation and subsequent signal transduction MEK/ERK and PI3K/Akt pathways (Cazet et 

al., 2010). Consequently, these studies seem to indicate that the ganglioside-dependent regula-

tion of c-Met is related to ganglioside sialylation status, a-series inhibiting c-Met phosphory-

lation, whereas b- or c-series gangliosides strongly activate the receptor in a ligand-

independent manner.  

Here we show by mass spectrometry analysis of total GSLs that GD2 is the main ganglioside 

expressed by MDA-MB-231 GD3S
+
 cells. SiRNAs silencing of the GA2/GM2/GD2/GT2 syn-

thase reversed the proliferative phenotype due to the strong decrease of c-Met phosphoryla-

tion. Accumulation of other b- and c-series gangliosides at the plasma membrane, GD3 and 

GT3 respectively, has no effect on c-Met activation. Altogether, these results show that GD2

contributes to the constitutive activation of c-Met axis, independently on HGF binding, lead-

ing to enhanced signaling, as observed in basal subtype of breast cancers (Ponzo et al., 2009; 

Graveel et al., 2009).  

Even if the interactions between GD2 and c-Met remain to be demonstrated, the inhibition of 

cell proliferation by anti-GD2 mAb clearly indicates the role of the oligosaccharide moiety of 

GD2 in c-Met activation. GD2-dependent c-Met activation might be achieved by the control of 

tyrosine kinase activity by a direct binding through carbohydrate-carbohydrate interactions 

between GD2 and N-glycosylated chains of the receptor, as it has been previously demonstrat-

ed for the EGFR (Yoon et al., 2006; Kawashima et al., 2009). On the other side, the GD2-

induced c-Met constitutive activation could be also dependent on a cross-talk between GD2, c-
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Met and other signaling molecules. Such complexes have been reported to modulate RTKs 

activity (Todeschini et al., 2007; 2008b; Park et al., 2009). Cross-communication between 

integrins and RTKs is thought to be required for maximal activation of the Ras-MAPK signal 

transduction pathway that drives cell proliferation. In parallel, the importance of ganglioside 

composition in defining integrin function is also well documented (Cheresh et al., 1986; 

Wang et al., 2001; 2002). GD2 physically interacts with integrin and focal adhesion kinase 

(FAK) to activate the downstream signaling pathway MEK/ERK, playing pivotal role on cell 

proliferation and malignant properties of SCLC (Yoshida et al., 2001; Aixinjueluo et al., 

2005). In this context, the proliferative phenotype of MDA-MB-231 GD3S
+
 cells could be 

due to the formation of a tertiary complex consisting of GD2, integrin and c-Met, which could 

contribute to the constitutive trans-phosphorylation of the receptor and reinforce the malig-

nant properties of these cells. Eventual interactions between disialoganglioside GD2 and inte-

grin should be clarified using different approaches, such as co-immuniprecipitation, cross-

linking and confocal microscopy, to further understand the mechanism of specific c-Met acti-

vation.  

Interestingly, incubation with anti-GD2 mAb seems to induce apoptosis of MDA-MB-231 

GD3S
+
 cells after 3 days of culture in deprivation conditions (data not shown). Molecular 

mechanisms inducing the apoptosis of cancer cells by anti-GD2 mAb were previously investi-

gated. Treatment of M21 melanoma cells with anti-GD2 mAb causes cell rounding and de-

tachment from a fibronectin substrate (Cheresh and Klier, 1986). Furthermore, GD2 positive 

lung cells treated with anti-GD2 mAb undergo anoikis through the conformational changes of 

integrin molecules, subsequent FAK dephosphorylation and p38/MAPK activation (Aixinju-

eluo et al., 2005). The mechanism of apoptosis induction needs to be clarified in MDA-MB-

231 GD3S
+
 cells but should provide a new possibility for immunotherapy application in drug-

resistant breast cancer basal subtype.  
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In conclusion, by using a cellular model that mimic the in vivo situation that could occur in 

basal subtype breast cancer tumors expressing the GD3S, we have demonstrated that the oli-

gosaccharide part of GD2 specifically activates c-Met and subsequent transduction pathways, 

enhancing the oncogenic effect of c-Met receptor. This underlies the interest to develop such 

cellular models and shed light on the effect of ganglioside expression on breast cancer cell 

signaling.  
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Les travaux réalisés au cours de ma thèse ont permis de mettre en lumière un nouveau méca-

nisme d’activation de l’oncogène c-Met dépendant des gangliosides complexes, et plus parti-

culièrement du GD2. Au cours de cette discussion, nous reviendrons tout d’abord sur le rôle 

des gangliosides dans le contrôle de l’activité des RTKs, avec un accent particulier sur le ré-

cepteur c-Met. Nous envisagerons les différents mécanismes moléculaires permettant 

d’expliquer l’activation spécifique de c-Met. Nous discuterons ensuite de l’effet de 

l’expression de la GD3 synthétase sur le développement de la tumeur mammaire et des métas-

tases. Enfin, nous évoquerons l’intérêt de cibler les gangliosides et/ou c-Met dans l’approche 

thérapeutique du cancer du sein. Dans chacune de ces parties, nous discuterons des perspec-

tives envisageables dans la continuité de ces travaux.  

I. Le GD2 : activateur spécifique du récepteur c-Met dans les cel-

lules mammaires triple-négative MDA-MB-231 

Depuis plusieurs années, le GD3 et le GD2 sont décrits comme des marqueurs oncofœtaux 

d’intérêt, impliqués dans la carcinogenèse des cellules d’origine neuro-ectodermique et du 

cancer du poumon à petites cellules. A ce titre, ils sont considérés comme des facteurs de 

mauvais pronostic. L’étude des mécanismes moléculaires par lesquels ces gangliosides ren-

forcent l’agressivité tumorale est donc essentielle, bien que relativement peu de travaux y 

aient été consacrés.  

Des travaux antérieurs à ma thèse indiquaient une surexpression du GD3, du 9-O-acétyl-GD3 et 

du 9-O-acétyl-GT3 dans les carcinomes canalaires infiltrants (Marquina et al., 1996). Cette 

surexpression s’accompagne d’une augmentation d’expression du gène ST8SIA1, codant la 

GD3 synthétase (GD3S), dans les tumeurs mammaires ER négatives (Ruckhäberle et al., 

2008). Au travers ce projet de thèse, il nous est apparu important d’étudier les effets de 

l’expression de la GD3 synthétase sur l’agressivité des cellules cancéreuses de sein.  

I. A. Rappel des résultats obtenus 

Les travaux présentés dans ce manuscrit ont été réalisés dans le modèle MDA-MB-231. Ces 

cellules mammaires appartiennent au sous-groupe basal-like, de mauvais pronostic (Subik et 

al., 2010). Initialement prélevées à partir d’une effusion pleurale, ces cellules se caractérisent 

par une capacité proliférative et migratoire importante, par une résistance aux apoptogènes et 
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sont capables de former des adénocarcinomes peu différenciés de grade III lorsqu’elles sont 

inoculées chez des souris immunodéprimées (Cailleau et al., 1974 ; Price et al., 1990). Ainsi, 

ces cellules hormono-indépendantes sont caractéristiques d’un stade avancé de la maladie.  

Malgré l’agressivité préexistante de cette lignée, nous avons démontré que l’expression de la 

GD3 synthétase renforce les capacités prolifératives et migratoires des cellules MDA-MB-231, 

par un mécanisme d’activation spécifique du récepteur c-Met et des voies de signalisation 

intracellulaire MEK/ERK et PI3K/Akt, dépendant de l’expression du GD2 (Cazet et al., 2009 ; 

2010). Par ailleurs, des résultats préliminaires mettent également en évidence une surexpres-

sion de la protéine de survie Bcl-2 dans les clones MDA-MB-231 GD3S
+
, permettant à ces 

cellules de résister à l’apoptose en absence de facteurs de croissance. D’autre part, ce phéno-

type prolifératif a été confirmé in vivo par des expériences de xénogreffes chez des souris 

immunodéficientes, les cellules MDA-MB-231 GD3S
+
 présentant une croissance tumorale 

accrue par rapport aux cellules contrôle (Cazet et al., 2010).  

I. B. Spécificité d’activation du récepteur c-Met  

Cette étude nous a permis d’apporter un regard nouveau sur la notion de spécificité 

d’activation des RTKs par les gangliosides.  

L’analyse simultanée de la phosphorylation de 42 récepteurs par le système Proteome Profiler 

Human Phospho-RTK Array nous a permis de mettre en évidence une activation constitutive 

du récepteur c-Met, en absence d’HGF, dans les clones GD3S
+
 (Article 2, Cazet et al., 2010). 

Bien que les récepteurs à l’EGF, Ret et Tie-2 soient également légèrement activés, la majorité 

des RTKs demeurent sous forme inactive en condition de sevrage, ce qui montre un effet spé-

cifique des gangliosides complexes sur le récepteur c-Met dans les cellules MDA-MB-231 

GD3S
+
. En particulier, la forme phosphorylée du récepteur au NGF (Nerve Growth Factor) 

TrkA n’est pas retrouvée dans les clones GD3S
+ 

alors que son activation constitutive a été 

démontrée dans des cellules de phéochromocytome de rat PC12 GD3S
+
 (Fukumoto et al., 

2000). L’activation constitutive des RTKs dans les cellules GD3S
+ 

semble donc gouvernée 

par un mécanisme moléculaire fin, dépendant de la nature des gangliosides exprimés par la 

cellule, voire de leur localisation subcellulaire. Ainsi, des travaux récents du laboratoire mon-

trent que l’expression de la GD3S dans des cellules de cancer du sein MCF-7 provoque 

l’expression de GD1b à la membrane plasmique. Ces cellules MCF-7 GD3S
+
 présentent des 

capacités migratoires augmentées mais ne prolifèrent pas en absence de sérum. De même, 
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l’expression de la GD3S dans des cellules d’hépatocarcinome humain se traduit par 

l’augmentation de l’expression du GD3 à la fois à la membrane plasmique et au niveau des 

membranes mitochondriales. Ces cellules deviennent sensibles à l’hypoxie, induisant la pro-

duction de ROS (Reactive Oxygen Species) et la mort cellulaire (Lluis et al., 2009). L’effet 

pro-apoptotique du GD3 mitochondrial a d’ailleurs été démontré pour de nombreux types cel-

lulaires (Malisan et Testi, 2002b ; Bektas et Spiegel, 2004 ; Malisan et Testi, 2005). Il est 

donc essentiel de déterminer précisément par quel mécanisme et par quel(s) ganglioside(s) le 

récepteur c-Met est activé.  

Plusieurs études indépendantes ont tenté de déterminer les mécanismes moléculaires de régu-

lation des RTKs par les gangliosides, soit par l’expression spécifique de ces gangliosides à la 

membrane cellulaire ou par ajout de gangliosides exogènes dans le milieu de culture (Miljan 

et Bremer, 2002a ; Kaucic et al., 2006). Même si ces mécanismes restent encore à définir avec 

précision, trois modèles distincts semblent émerger : (i) un contrôle de l’activation du récep-

teur par une interaction ganglioside-ligand comme cela a été montré pour le FGF et le 

GM1 (Rusnati et al., 2002), (ii) une régulation de la dimérisation du récepteur par les ganglio-

sides tel que le GM3 qui inhibe la dimérisation de l’EGFR (Miljan et al., 2002b) ou (iii) une 

régulation de l’activité dépendante de la mobilité et de la localisation du récepteur au sein des 

glycosynapses comme c’est le cas pour le récepteur à l’insuline et le GM3 dans les microdo-

maines riches en glycosphingolipides (Kabayama et al., 2007).  

Bien qu’il existe de nombreuses études portant sur la régulation de l’EGFR, du PDGFR et du 

FGFR par les gangliosides, peu de données sont disponibles sur les relations entre ces GSLs 

et le récepteur c-Met. Les gangliosides de la série a- semblent globalement réguler négative-

ment la phosphorylation de c-Met. Ainsi, l’expression du GD1a inhibe l’activation de c-Met 

par son ligand HGF, réduisant ainsi la croissance, la migration et la dispersion de différents 

types de cellules cancéreuses (Hyaga et al., 2001). En parallèle, l’équipe du Pr Sen-Itiroh Ha-

komori a démontré que les interactions entre le suppresseur de tumeur CD82, la chaîne �3 des 

intégrines et le récepteur c-Met sont régulées au sein des glycosynapses par le complexe 

GM3/GM2. Ce complexe GM3/GM2 interagit spécifiquement avec la tétraspanine transmembra-

naire CD82, inhibant ainsi la trans-phosphorylation du récepteur dépendante des intégrines, le 

recrutement de la molécule clef Grb2 et l’activation des voies PI3K/Akt et MEK/ERK (To-

deschini et al., 2007 ; 2008b ; Zöller et al., 2009 ; Lai et al., 2009). 
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Nos travaux ont montré pour la première fois que l’expression de la GD3S et des gangliosides 

complexes induit une activation constitutive et spécifique de l’oncogène c-Met, renforçant 

ainsi les capacités prolifératives des cellules MDA-MB-231. Cette régulation positive diffère 

donc du contrôle exercé par les gangliosides de la série a-. Pour compléter ces résultats nova-

teurs, nous avons ensuite tenté de déterminer quel type de ganglioside(s) était responsable de 

ce phénotype.  

I. C. Le GD2 : principal acteur de l’activation de c-Met et de 
 l’acquisition du phénotype prolifératif des cellules MDA-MB-

 231  

Les résultats présentés dans l’article 3 démontrent que le GD2, ganglioside majoritaire des 

clones GD3S
+
, est spécifiquement impliqué dans le contrôle de l’activation de c-Met. En ef-

fet, l’inhibition de l’expression du GD2 par ARN interférence de la �4-GalNAc T1 (GM2/GD2

synthétase) réduit de manière significative la phosphorylation de c-Met et la prolifération des 

clones GD3S
+
. De plus, des expériences de compétition à l’aide d’un anticorps dirigé contre 

la partie saccharidique du GD2  permettent d’inhiber la prolifération des cellules GD3S
+
. En 

conséquence, nous pouvons conclure que la structure oligosaccharidique du GD2, chaine disia-

lylée porteuse d’un résidu de GalNAc, joue un rôle essentiel dans la spécificité d’activation du 

récepteur c-Met.  

Plusieurs hypothèses peuvent être envisagées pour expliquer le lien spécifique entre c-Met et 

le GD2 dans les cellules mammaires GD3S
+
.  

La spécificité d’activation de c-Met pourrait être liée à une interaction directe avec le GD2, via

des interactions osidiques. La forme mature du récepteur porte des chaines N-glycosylées 

(Giordano et al., 1989a ; Faletto et al., 1992). L’activation de c-Met pourrait donc être dépen-

dante des interactions entre la partie oligosaccharidique du GD2 et les résidus des chaines N-

glycanniques portées par le récepteur. En effet, ce type d’interaction participe au contrôle de 

la dimérisation de l’EGFR (Yoon et al., 2006 ; Kawashima et al., 2009). Des expériences de 

Pull-Down à l’aide de billes de polystyrène recouvertes de GD2 (collaboration avec le Pr Sen-

Itiroh Hakomori, Washington State University, Seattle, USA) de lysats protéiques de cellules 

MDA-MB-231 GD3S
+
, suivie d’une analyse en Western-Blot à l’aide d’anticorps anti-c-Met 

pourraient permettre de mettre en évidence ce type d’interaction. Cette approche, utilisée avec 

succès ces dernières années, permet de contourner les difficultés liées aux expériences de pon-

tage à l’aide de réactifs bi-fonctionnels et de co-immunoprécipitation (co-IP) d’un GSL et 
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d’une protéine (Yoon et al., 2006 ; Todeschini et al., 2007 ; Kawashima et al., 2009). Dans le 

cas où ce type d’interaction serait mis en évidence, l’activité lectinique putative de c-Met 

pourra être confirmée par l’analyse des interactions du domaine extracellulaire de c-Met sur 

puce à oligosaccharides en collaboration avec le Pr Ten Feizi (Imperial College, Londres, 

Royaume-Uni) (Feizi et al., 2003 ; Feizi et Chai, 2004). Des expériences de co-localisation 

par microscopie confocale pourront aussi être envisagées.  

La spécificité d’activation de c-Met par le GD2 pourrait également s’expliquer par des interac-

tions de type indirect. En effet, les gangliosides peuvent interagir par l’intermédiaire de leur 

chaine oligosaccharidique avec des lectines telles que des Siglecs, des galectines ou encore 

des sélectines (Schauer, 2009 ; Lopez et Schnaar, 2009 ; Kopitz et al., 1998). De plus, au sein 

des glycosynapses, les gangliosides interagissent avec un ensemble de protéines incluant des 

molécules de signalisation cytoplasmique (RhoA, Ras, Cas, c-Src), les tétraspanines, les inté-

grines et les RTKs (Hakomori, 2002 ; Todeschini et Hakomori, 2008a ; Hakomori, 2010). 

Plusieurs arguments sont en faveur du rôle central du GD2 dans l’acquisition de la malignité 

des cellules tumorales par l’intermédiaire d’interactions GD2 / intégrines (Figure 24) (Yoshida 

et al., 2001 ; 2002 ; Aixinjueluo et al., 2005). La liaison entre c-Met et la chaine �4 des inté-

grines étant essentielle pour le relais des signaux oncogéniques dans les cellules mammaires, 

il est donc possible que la phosphorylation constitutive du récepteur passe par la formation 

d’un complexe supramoléculaire GD2 / intégrine �4 / c-Met (Bertotti et al., 2005 ; 2006 ; Cor-

so et al., 2005 ; Lai et al., 2009). Des expériences de co-IP permettraient de déterminer les 

interactions physiques entre c-Met et les différentes chaines des intégrines au niveau des mi-

crodomaines riches en GSLs des cellules cancéreuses de sein. D’autre part, l’inhibition de 

l’expression des sous-unités des intégrines par siRNA, suivie de tests de prolifération et d’une 

analyse de la phosphorylation de c-Met permettrait de déterminer si les intégrines représentent 

des intermédiaires indispensables au phénotype tumorigène des MDA-MB-231 GD3S
+ 

(To-

deschini et al., 2007). Une liaison indirecte faisant intervenir une Siglec reconnaissant spéci-

fiquement la séquence GalNAc�1-4[Neu5Ac�2-8Neu5Ac�2-3]Gal du GD2 pourrait également 

être envisagée. Cependant aucune évidence n’a, à ce jour, permis de montrer une telle activité 

lectinique entre une Siglec et cette séquence glycannique disialylée (O'Reilly et Paulson, 

2009).  
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I. D. Activation de c-Met dépendante du GD2 : un nouveau mé-

 canisme de  contrôle de c-Met dans les cellules cancéreuses 
 mammaires 

L’activation constitutive de c-Met dans les carcinomes mammaires est mise en évidence de-

puis plusieurs années. Elle conduit des cellules néoplasiques à se détacher de la masse tumo-

rale, à franchir la membrane basale, infiltrer le stroma sous-jacent et coloniser des organes 

distants (Trusolino et Comoglio, 2002). Différentes altérations moléculaires peuvent expliquer 

cette activation anarchique. Tout d’abord, c-Met, seul ou en association avec l’HGF, est su-

rexprimé dans la majorité des tumeurs primaires mammaires (Jin et al., 1997 ; Edakuni et al., 

2001 ; Parr et al., 2004). Cette surexpression entraine une dimérisation du récepteur et une 

activation constitutive des voies de signalisation liées à la prolifération et à la survie cellu-

laire. Récemment, il a été démontré que le gène MET et son produit sont spécifiquement su-

rexprimés dans les tumeurs de type basal, et cette expression est corrélée à un mauvais pro-

nostic de survie (Article 2, Cazet et al., 2010 ; Ponzo et al., 2009; Hochgräfe et al., 2010). De 

plus, c-Met peut être stimulé de manière anormale par des boucles de contrôle autocrine et/ou 

paracrine, sous l’influence de l’HGF (Jin et al., 1997 ; Edakuni et al., 2001). Enfin, 

l’activation de c-Met peut s’effectuer indépendamment de la fixation du ligand, par un phé-

nomène de transactivation via d’autres protéines membranaires telles que les intégrines ou 

l’EGFR dans les cellules mammaires (Lai et al., 2009).  

Les travaux présentés dans ce manuscrit ont permis de mettre en lumière un nouveau méca-

nisme d’activation de c-Met, indépendant de l’HGF. L’activation constitutive par le ganglio-

side GD2 renforce le caractère oncogénique de c-Met dans les cellules mammaires triple-

négatives MDA-MB-231 GD3S
+
, favorisant ainsi la prolifération, la migration et la survie. 

Une question se pose cependant : ce phénotype peut-il être observé dans d’autres modèles de 

cellules tumorales en culture?  

I. E. Activation de c-Met dépendante du GD2 : un phénomène 
 généralisable aux cellules cancéreuses GD2 positives ?  

Lorsque nous avons débuté ce projet, nous avons analysé la biosynthèse des gangliosides dans 

différents modèles de cellules cancéreuses de sein et dans un modèle de cellules mammaires 

immortalisées non tumorales, par des techniques d’immunocytochimie, de microscopie con-

focale, de cytométrie de flux et de PCR quantitative (Article 1, Cazet et al., 2009). Nous 

avons montré que l’ensemble de ces cellules présente un profil d’expression gangliosidique 
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restreint, essentiellement limité au GM1. Ces résultats ont démontré que les modèles cellulaires 

du cancer du sein présentent un profil d’expression gangliosidique sensiblement différents de 

ceux du tissu mammaire, qu’il soit normal ou cancéreux (Marquina et al., 1996). Des diffé-

rences de glycosylation comparables ont déjà été observées entre cellules en culture et tissu 

tumoral, en particulier pour les gangliosides dans le poumon ou encore pour l’antigène sialyl-

Tn dans le cancer du sein et du côlon (Yoshida et al., 2001 ; Julien et al., 2001 ; Brockhausen 

et al., 1998). Selon ces auteurs, ces différences pourraient être dues à des conditions de cul-

ture non appropriées, ou encore à la perte progressive de la capacité à produire de telles struc-

tures par les cellules en culture.  

Pour pallier à l’absence de modèle, nous avons choisi d’induire l’expression stable de la 

GD3S dans les cellules triple-négatives MDA-MB-231 (Article 1, Cazet et al., 2009). La 

création de modèles cellulaires, bien que laborieuse, est incontournable aujourd’hui en cancé-

rologie. L’expression stable de gangliosides complexes à la surface cellulaire permet de se 

rapprocher des conditions physiopathologiques et de l’environnement tumoral chez le patient. 

Ces modèles permettent d’analyser les mécanismes par lesquels les gangliosides régulent 

l’activité des RTKs au sein des microdomaines riches en GSLs.  

Il serait intéressant de déterminer l’impact de l’expression de la GD3S et du GD2 sur 

l’activation des RTKs et sur la carcinogenèse d’autres modèles cellulaires mammaires. Le GD2

est-il capable d’induire la phosphorylation de c-Met indépendamment de son ligand dans des 

cellules du sous-groupe luminal A, luminal B, normal-breast like, HER2+ ou dans d’autres 

lignées de type basal-like ? Autrement dit : l’acquisition de la malignité liée à l’expression de 

la GD3S est-elle caractéristique d’un type particulier de tumeur mammaire ? Ce phénotype 

est-il caractéristique d’un stade tardif dans le processus de cancérisation ?  

Pour tenter de répondre à ces questions, nous avons mis en place au laboratoire un modèle de 

cellules MCF-7 exprimant la GD3S (travaux d’Agata Steenackers). Ces cellules du sous-type 

luminal A ne montrent pas de modification significative de la prolifération cellulaire mais 

présentent une capacité de migration accrue. Ces clones expriment un profil gangliosidique 

différent des cellules MDA-MB-231 GD3S
+
, avec accumulation de GD1b à la surface cellu-

laire. Il serait intéressant d’inhiber la GD1b synthétase (�3GalT4) par ARN interférence de 

manière à bloquer la conversion du GD2 en GD1b et ainsi d’accumuler du GD2. La prolifération 

cellulaire pourrait être ensuite analysée afin de déterminer si des cellules MCF-7 exprimant du 

GD2 acquièrent un phénotype prolifératif comparable à celui des cellules MDA-MB-231 

GD3S
+
. Si cette hypothèse était vérifiée, nous analyserons l’implication des RTKs par diffé-
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rentes approches complémentaires (analyse par Proteome Profiler Human Phospho-RTK Ar-

ray, Western-Blot, étude des voies de signalisation). La création d’autres modèles cellulaires 

exprimant la GD3S et le GD2, par utilisation de lignées de type luminal B (BT-474), HER2+

(MDA-MB-435) ou normal-breast like (MDA-MB-453), peut également être envisagée.  

Bien que l’implication du GD2 dans la cancérogenèse des cellules pulmonaires et cérébrales 

soit communément admise, les mécanismes moléculaires impliquant ce ganglioside à 

l’acquisition de la malignité n’ont pas encore été décrits. Il serait judicieux d’analyser 

l’activation constitutive des RTKs et notamment de c-Met dans des cellules cancéreuses pul-

monaires, de gliome ou de neuroblastome GD2 positives. En parallèle, il serait important 

d’analyser l’implication des gangliosides et du GD2 dans des modèles oncogéniques dépen-

dants de c-Met comme la lignée gastrique GTL16, dans laquelle c-Met est constitutivement 

activé (Giordano et al., 1989b). 

Ces dernières années, les gangliosides sont apparus comme des régulateurs majeurs de 

l’activité des RTKs. Une expression anormale de ces GSLs pourrait expliquer l’activation 

continue et anarchique de RTKs et leur impact au cours de la carcinogenèse mammaire. Nous 

avons démontré une activation spécifique de l’oncogène c-Met dépendante d’un ganglioside, 

à ce jour jamais décrit. De manière intéressante, les propriétés biologiques agressives des cel-

lules MDA-MB-231 GD3S
+
 ont pu être reportées dans un système complexe : le modèle de 

souris SCID.  

II. Rôle de la GD3S dans la tumorigenèse chez le petit animal

II. A. Effet sur la formation de la tumeur primaire

L’agressivité accrue des cellules MDA-MB-231 GD3S
+
 a été démontrée par un test de tumo-

rigénicité in vivo en souris SCID. Des tumeurs primaires palpables apparaissent au bout d’une 

semaine lorsque les clones GD3S
+
 ont été inoculés dans le flanc des souris, alors qu’elles 

n’apparaissent qu’au bout de 3 semaines pour des cellules contrôle (Article 2, Cazet et al., 

2010). La croissance et le maintien des tumeurs primaires chez la souris nécessitent un en-

semble de modifications moléculaires, conduisant à une prolifération cellulaire accrue ainsi 

qu’à une augmentation du phénomène d’angiogenèse (cf introduction, paragraphe I.B.3.c). 

L’environnement de l’organisme hôte lors d’une injection sous-cutanée, déficient en facteurs 
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de croissance, permet cependant le développement rapide des tumeurs primaires MDA-MB-

231 GD3S
+
. L’activation constitutive de c-Met dans les cellules GD3S

+
 et des voies de signa-

lisation associées à la prolifération et à la survie pourrait favoriser dans un premier temps la 

croissance de la tumeur GD3S
+
 malgré l’absence de facteurs de croissance dans 

l’environnement cellulaire, alors que les cellules contrôle se développent plus lentement. 

L’implication de la GD3S, du ganglioside GD2 et de la forme activée de c-Met dans ce phé-

nomène prolifératif pourrait être confirmée par la mise en évidence d’une corrélation entre le 

niveau d’expression de la GD3S, du GD2 et la taille des tumeurs. De plus, il serait intéressant 

de comparer la forme phosphorylée activée de c-Met sur des coupes histologiques de tumeurs 

issues d’animaux inoculés avec des cellules contrôle versus cellules MDA-MB-231 GD3S
+
.  

Dans un second temps, l’activation de c-Met pourrait jouer un rôle essentiel dans le phéno-

mène d’angiogenèse. En effet, il a été démontré que l’activation du récepteur augmente de 

façon concomitante le niveau d’expression de VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) 

sécrété par les cellules tumorales et du VEGFR2 exprimé par les cellules endothéliales (Xin et 

al., 2001 ; Zhang et al., 2003). En parallèle, le niveau de thrombospondine, inhibiteur de 

l’angiogenèse, est diminué (Zhang et al., 2003). Ainsi, la coopération entre les voies de signa-

lisation de c-Met et du VEGFR pourrait augmenter la formation de capillaires et la vasculari-

sation de la tumeur primaire GD3S
+

in vivo.

De plus, l’analyse de la phosphorylation des RTKs, présentée dans les articles 2 et 3, a révélé 

une légère activation de Tie-2 dépendante du GD2 dans les cellules GD3S
+
. Tie-2 pourrait 

jouer un rôle pro-angiogénique dans le développement des tumeurs GD3S
+
. Ce récepteur aux 

angiopoïétines est principalement exprimé à la surface des cellules endothéliales, où il joue un 

rôle clef dans le maintien de la plasticité vasculaire. La stimulation anarchique de Tie-2 induit 

ainsi un ensemble d’effets biologiques contribuant au développement tumoral: angiogenèse, 

inflammation et extravasation. De manière intéressante, l’expression de Tie-2 a été mise en 

évidence dans des tissus non vasculaires, à la fois au niveau du stroma et des cellules qui 

composent la tumeur primaire de sein (Shirakawa et al., 2001). Sa relevance physiopatholo-

gique est inconnue. Il serait ainsi intéressant de déterminer l’effet de l’activation de Tie-2 

dans les cellules MDA-MB-231 GD3S
+
 sur l’angiogenèse, in vitro et dans un modèle de sou-

ris. Des expériences de siRNA de Tie-2 suivies de tests de migration, d’invasion en chambre 

de Boyden et de xénogreffes en Matrigel dans un modèle de souris SCID pourront être envi-

sagés (Zeng et al., 2000).  
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Finalement, plusieurs approches expérimentales ont démontré la fonction des gangliosides 

complexes dans l’angiogenèse, comme stimulateur de la sécrétion du VEGF (Koockekpour et 

al., 1996 ; Zeng et al., 2000). La progression des tumeurs solides est en effet dépendante de 

l’angiogenèse, et les gangliosides libérés dans le microenvironnement tumoral y jouent un 

rôle central. Ainsi le GD1a et le GD3, libérés par les tumeurs cérébrales, favorisent 

l’autophosphorylation du récepteur VEGF2 et l’activation des voies de signalisation PI3K/Akt 

et ERK/MAPK des cellules endothéliales environnantes, en stimulant la sécrétion du ligand 

(Zeng et al., 2000 ; Liu et al., 2006). La libération de gangliosides complexes par les cellules 

MDA-MB-231 GD3S
+
 pourrait renforcer la néo-angiogenèse de la tumeur primaire au sein 

d’un modèle animal complexe. 

II. B. Effet de l’expression de la GD3S sur la dissémination des 
 cellules mammaires et l’apparition des métastases 

Plus de 90% des patientes atteintes d’un cancer du sein au stade métastatique décèdent dans 

les 10 années qui suivent le diagnostic, indépendamment du sous-type moléculaire de la tu-

meur. Cette donnée souligne la nécessité d’identifier des marqueurs biologiques de dissémina-

tion et d’implantation des cancers secondaires de mauvais pronostic. Pendant de nombreuses 

années, l'élucidation des mécanismes moléculaires gouvernant la formation des métastases a 

été limitée par des obstacles conceptuels, par la nature complexe et multifactorielle du proces-

sus et par l'absence de modèles disponibles. La compréhension de ces mécanismes génétique 

et moléculaire est aujourd’hui une préoccupation d’intérêt en cancérologie.  

Une étude récente portant sur le tropisme des métastases du cancer du sein a permis de dé-

montrer que l’expression du gène ST6GALNAC5, codant une sialyltransférase impliquée dans 

la biosynthèse des gangliosides de la série �, permet aux cellules mammaires de métastaser 

spécifiquement au cerveau (Bos et al., 2009 ; cf. introduction, paragraphe IV.B). En parallèle, 

des cellules mammaires migrant au niveau du tissu osseux surexpriment également ST8SIA1

(Carcel-Trullols et al., 2006). Ces données ont renforcé le rôle de la glycosylation de surface 

dans le processus de cancérisation mammaire et apporté un regard nouveau sur la fonction des 

glycosyltransférases dans le tropisme particulier des métastases. Les clones MDA-MB-231 

GD3S
+
 colonisent-ils des organes spécifiques chez des souris immunodéficientes ? 

Des expériences préliminaires semblent indiquer que les cellules mammaires MDA-MB-231 

GD3S
+
 provoquent l’apparition rapide de métastases au niveau du cerveau (résultats non pré-

sentés). Malheureusement, les conditions expérimentales utilisées n’étaient pas optimales 
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pour confirmer rigoureusement ces observations. Ce sujet mérite d’être approfondi. La réali-

sation de nouvelles expériences adaptées à l’étude de la dissémination des cellules cancé-

reuses débutera dans les prochains mois. Dans un premier temps, des cellules GFP
+
 (contrôle 

ou GD3S
+
, disponibles au laboratoire) seront inoculées au niveau du flanc de souris SCID. 

Lorsque les tumeurs atteindront un volume d’environ 2 cm
3
, les animaux seront sacrifiés et 

disséqués. Les organes (foie, poumon et cerveau) seront prélevés, digérés et les cellules seront 

analysées en cytométrie de flux afin de quantifier le pourcentage de cellules GFP
+
 ayant mi-

gré spécifiquement vers les différents organes. En parallèle, une collaboration avec le labora-

toire du Pr. Roméo Cecchelli (Physiopathologie de la barrière hémato-encéphalique, Universi-

té d’Artois, Lens, France) est actuellement en cours, et visera à déterminer les capacités 

d’adhérence et le passage des clones GD3S
+
 dans un modèle mimant la barrière hémato-

encéphalique (Bos et al., 2009). 

Ces expériences permettront de déterminer l’impact de l’expression de la GD3S sur le tro-

pisme métastatique des cellules cancéreuses mammaires. 

III. Rôle de la GD3S dans la tumorigenèse chez le malade

III. A. La GD3S et la tumeur primaire 

Ces dernières années, l’équipe de Kaufmann a déterminé la valeur pronostique d’un ensemble 

de gènes impliqués dans le métabolisme des sphingolipides, dans le cancer du sein. Ces 

études cliniques, réalisées sur différentes banques de données d’analyse transcriptomique, ont 

permis de mettre en évidence la surexpression de ST8SIA1 dans les tumeurs ER négatives, 

corrélée à un grade histopronostique élevé (Ruckhäberle et al., 2008 ; 2009). Nous avons con-

firmé et affiné ces résultats en comparant l’expression de ST8SIA1 dans les différents sous-

types de tumeurs mammaires définis par Sorlie et coll. (Sorlie et al., 2001 ; 2003). Ainsi, la 

surexpression de ST8SIA1 est principalement associée aux tumeurs triple-négatives de mau-

vais pronostic (Article 2, Cazet et al., 2010). De manière intéressante, une forte expression du 

gène MET est également caractéristique des tumeurs triple-négatives (Article 2, Cazet et al., 

2010 ; Charafe-Jauffret et al., 2006). Hormis l’intérêt pronostique, ces résultats soulèvent la 

question du ou des mécanisme(s) permettant la surexpression du gène ST8SIA1 dans ce sous-

type particulier de cancer du sein. 
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Deux études cliniques ont également montré que le N-glycolyl-GM3, le GD3, le 9-O-acétyl-GD3

et le 9-O-acétyl-GT3 sont exprimés dans les carcinomes canalaires infiltrants (Marquina et al., 

1996 ; Oliva et al., 2006). Au vu de la nouvelle classification moléculaire du cancer du sein, 

ces données mériteraient d’être affinées et il serait intéressant d’analyser la composition gly-

cosphingolipidique de chaque sous-type de tumeurs. L’expression des gangliosides pourrait 

être déterminée sur des coupes de tumeurs par immunohistochimie à l’aide d’anticorps anti-

gangliosides. Nous déterminerons ainsi si l’expression du GD2 est corrélée aux tumeurs 

mammaires de type basal, en combinaison avec l’oncogène c-Met (Garcia et al., 2007a).  

III. B. Relation entre l’expression de la GD3S et des paramètres 
 d’agressivité tumorale 

L’analyse par PCR quantitative de l’expression de ST8SIA1 dans un ensemble de tumeurs ER- 

a été menée au laboratoire par Marie Bobowski, en collaboration avec le Dr Sylvain Julien 

(Breast Cancer Biology Group, Guy’s Hospital, London, UK). L’expression du transcrit co-

dant la GD3S est nettement plus élevé dans les tumeurs ER-, et plus particulièrement dans les 

tumeurs de type basal, que dans les cellules MDA-MB-231. De manière intéressante, le pou-

voir métastatique des tumeurs mammaires triple négatives est corrélé à l’expression de 

ST8SIA1. Les patientes présentant des tumeurs avec un niveau de ST8SIA1 élevé ont tendance 

à présenter des récurrences locales, un envahissement d’un nombre important de ganglions 

lymphatiques et des métastases distantes au niveau du foie, du cerveau et des méninges. Les 

récurrences locales et les métastases observées semblent indiquer un pouvoir invasif élevé des 

tumeurs. Le récepteur c-Met ayant un rôle important dans les phénomènes invasifs du cancer 

du sein, les produits des deux gènes ST8SIA1 et MET pourraient coopérer pour renforcer 

l’agressivité des tumeurs mammaires triple-négatives et ainsi représenter des facteurs de mau-

vais pronostic de survie des patientes (Lengyel et al., 2005 ; Garcia et al., 2007b).  

III. C. Les gangliosides complexes : cibles thérapeutiques 

 d’intérêt dans le cancer du sein ? 

L’un des grands défis actuels de la recherche contre le cancer est la mise au point de thérapies 

alternatives, fondées sur des bases moléculaires validées. Ces dernières années, la mise en 

évidence de l’hétérogénéité du cancer du sein et la découverte de cibles moléculaires définis-

sant des sous-types de tumeurs ont permis de développer de nouvelles approches thérapeu-

tiques ciblant certains groupes de patientes. Ces thérapies visent notamment à inhiber la si-

gnalisation des RTKs (Wakeling et al., 2005). Dans ce contexte, le récepteur c-Met représente 
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une cible d’intérêt pour le développement de molécules anticancéreuses chez des patientes du 

sous groupe basal (Corso et al., 2005 ; You et McDonald, 2008). Plusieurs traitements sont 

actuellement en phase de développement, certains ayant atteint la phase III d’essais cliniques. 

Il s’agit notamment d’anticorps anti-HGF (AMG102), d’anticorps monoclonaux anti-c-Met 

(MetmAb) ou encore d’inhibiteurs de sa fonction kinase (SU11274, XL184). Cependant, ces 

traitements donnent des résultats relativement limités lorsqu’ils sont utilisés seuls (Eder et al, 

2009).  

Nos données suggèrent que l’activation de c-Met et des voies de prolifération et de survie 

associées est dépendante de l’expression du ganglioside GD2 dans un modèle de cellules en 

culture. Il est évident que ces résultats sont très préliminaires pour en tirer des perspectives 

thérapeutiques. Une étude plus approfondie dans un échantillonnage plus grand de cellules de 

cancer du sein est nécessaire, tout comme une validation chez le patient. Néanmoins, si les 

travaux présentés au cours de cette thèse étaient validés in vivo, de nouvelles approches théra-

peutiques combinant inhibiteurs de c-Met et anticorps anti-gangliosides pourraient être envi-

sagées. 

En conclusion, mon travail de thèse a permis d’apporter de nouvelles données sur l’activation 

des RTKs par les gangliosides. La partie oligosaccharidique du GD2 active spécifiquement le 

récepteur c-Met dans des cellules triple-négatives MDA-MB-231, renforçant ainsi les capaci-

tés prolifératives et migratoires de cellules mammaires in vitro et dans un modèle animal. Ce 

sujet ouvre désormais de nouvelles perspectives et nous pouvons proposer d’orienter les re-

cherches futures selon trois grands axes : (i) préciser le mécanisme moléculaire par lequel le 

GD2 active de manière spécifique c-Met ; (ii) déterminer l’impact de l’expression de la GD3S 

sur le tropisme des métastases mammaires dans un modèle animal ; (iii) comprendre les mé-

canismes de régulation transcriptionnelle de ST8SIA1 dans le cancer du sein. 
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