
 

UNIVERSITÉ DU DROIT ET DE LA SANTÉ – LILLE II 
 

 
THÈSE de DOCTORAT d’UNIVERSITÉ 

 
 

pour l’obtention du titre de 
 

DOCTEUR DE L’UNIVERSITÉ DU DROIT ET DE LA SANTÉ - LILLE II 
 

Discipline : Sciences de la Vie et de la Santé 
 

 
 
 

présentée par 
 

Johann MERLIN 
 
 

 
Implication de la Galectine-3 dans le trafic intracellulaire  

de la mucine membranaire MUC1 et de son récepteur associé, l’EGFR,  

dans les cellules cancéreuses pancréatiques humaines 

 

 
 

Thèse dirigée par le Docteur Guillemette HUET 
 

soutenue le 14 décembre 2012 
 
 
 
 
 
 
devant le jury composé de : 
 
  Présidente :   Docteur Isabelle Van Seuningen 
  Rapporteurs :   Docteur Christian Gespach 
    Docteur Françoise Poirier 
  Examinatrice :   Docteur Guillemette Huet    
  



RESUME 

 

L’adénocarcinome pancréatique canalaire est un cancer de mauvais pronostic avec une 

survie à 5 ans d’environ 5 % et une médiane de survie d’environ 6 mois. Dès les stades 

précoces de la carcinogenèse pancréatique, la mucine membranaire MUC1, glycoprotéine de 

haute masse moléculaire, est surexprimée et présente des anomalies de localisation cellulaire : 

une perte de polarité de distribution cellulaire avec expression au niveau de l’ensemble de la 

membrane plasmique et une rétention à l’intérieur de la cellule qui est utilisée par les 

pathologistes comme indicateur de malignité après ponction à l’aiguille fine sur des lésions 

pancréatiques. Sachant que MUC1 est capable d’interagir avec l’Epidermal Growth Factor 

Receptor (EGFR) et de jouer un rôle sur la transduction des signaux, nous avons émis 

l’hypothèse que ces anomalies de distribution cellulaire pouvaient être à l’origine de signaux 

oncogéniques. Cependant, les mécanismes permettant cette rétention cytoplasmique ne sont 

pas connus. Des études antérieures du laboratoire au sein de cellules épithéliales exprimant un 

phénotype entérocytaire ont montré que le trafic de certaines glycoprotéines vers la membrane 

apicale était régulé par une lectine endogène : la Galectine-4. Dans ce travail, nous nous 

sommes intéressés à un autre membre de la famille des galectines : la Galectine-3, exprimée 

au niveau des cellules pancréatiques. La Galectine-3 interagit avec des motifs glycosylés 

contenant un motif N-acétyl-lactosamine. Ce type de motif est présent au niveau de 

nombreuses structures glycaniques, qu’elles soient de type N- ou O-glycaniques. Les mucines 

et les récepteurs membranaires sont substitués par ces deux types de chaines 

oligosaccharidiques. La Galectine-3 est surexprimée dans le cancer pancréatique et son 

expression est corrélée à une forte agressivité tumorale dans d'autres cancers. 

 

Le but de ce travail a été dans un premier temps d’établir des lignées cellulaires 

pancréatiques humaines polarisées CAPAN-1 invalidées pour la Galectine-3 et dans un 

second temps d’étudier l’implication de la Galectine-3 (i) au niveau du trafic intracellulaire de 

MUC1 et l’EGFR, (ii) de l’interaction entre MUC1 et l’EGFR et (iii) des voies de 

signalisation en aval de l’EGFR. 

 

Les résultats montrent que la lignée tumorale pancréatique CAPAN-1 présente les 

anomalies de distribution cellulaire de MUC1 similaires à celles observées dans les tumeurs 

pancréatiques humaines, notamment la rétention de MUC1 à l’intérieur des cellules. Le 



silencing de la Galectine-3 entraîne la disparition de cette anomalie de distribution cellulaire, 

MUC1 retrouvant une localisation membranaire. Nous montrons que l’inhibition de 

l’expression de la Galectine-3 est associée à une augmentation de la translocation nucléaire de 

l’EGFR et à une inhibition de l’endocytose de MUC1 et de l’EGFR. Ce phénomène 

s’accompagne d’une augmentation de l’interaction entre MUC1 et l’EGFR et d’une activation 

accrue de ce récepteur tyrosine kinase lorsqu’il est soumis à l’EGF : augmentation de la 

phosphorylation de l’EGFR et de la phosphorylation des MAPK Erk1 et 2.  

 

Mots clés : Galectine, Mucine, EGFR, cancer, endocytose, translocation nucléaire 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



ABSTRACT 

 

 

 

MUC1  is  a  transmembrane  glycoprotein  which  is  typically  expressed  at  the  apical 

membrane  of  normal  epithelial  cells.  In  cancer  cells,  the  over-expression  of  MUC1  and  its 

aberrant  localization  around  the  cell  membrane  and  in  the  cytoplasm  favours  its  interaction 

with  different  protein  partners  such  as  epidermal  growth  factor  receptor  (EGFR)  and  can 

promote tumour proliferation through the activation of oncogenic signalling pathways.  

 

The  aims  of  this  work  were  to  determine  whether  galectin-3  has  a  role  in  the 

trafficking of MUC1 and EGFR in pancreatic cancer cells and whether this lectin could affect 

the oncogenic signalling pathways downstream of MUC1 and EGFR. 

 

Our results showed that galectin-3, an endogenous lectin, is coexpressed with MUC1 

in human pancreatic ductal adenocarcinoma, and that it favours the endocytosis ofMUC1 and 

EGFR. Depletion of galectin-3 by RNA interference increased the interaction betweenMUC1 

and EGFR, EGFR and ERK-1,2 phosphorylation, and translocation of EGFR to the nucleus. 

On  the  contrary,  silencing  of galectin-3  led  to  a  decrease  of  cyclin-D1  levels  and  of  cell 

proliferation.  

 

.The  galectin-3-dependent regulation  of  MUC1/EGFR  functions  may  represent  an 

interesting  mechanism  modulating  the  EGFR-stimulated  cell  growth  of  pancreatic  cancer 

cells. 

 

Keywords:  pancreatic  cancer;  galectin-3; MUC1;  EGFR;  intracellular  localization; 
endocytosis 
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ABREVIATIONS 
 

5-FU : 5-fluoro-uracile 

a.a. : Acide aminé 

aPKC : Protéine kinase C atypique  

ADN : Acide désoxyribonucléique 

ADNc : Acide désoxyribonucléique complémentaire 

AEE : Endosomes de tri apical 

AP : Protéine adaptatrice 

APC : Adenomatous Polyposis Coli 

ARE : Endosome de recyclage apical 

ARN : Acide ribonucléique 

BEE : Endosomes de tri basolatéral 

BSA : Sérumalbumine bovine 

CEA : Antigène carcino-embryonnaire 

CHO : Cellules ovariennes d’Hamster 

CRD : Domaine de reconnaissance des carbohydrates 

CRE : Endosomes de recyclage commun 

CRM : Chromosome maintenance region 1 

CT : Tomographie assistée par ordinateur 

CTP : Cytidine triphosphate 

DPP-IV : Dipeptidyl-peptidase IV 

EDTA : Acide éthylènediaminotétraacétique 

EGF : Epidermal Growth Factor 

ERα : Récepteur α à l’œstradiol 

FGFR-3 : Fibroblast Growth Factor Receptor 3 

GL : Glycolipide 

GP : Glycoprotéine 

GPI : Glycosylphosphatidylinositol 

GSK-3β : Glycogen Synthase Kinase 3β 
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HGFR : Hepatocyte Growth Factor Receptor 

IFN-γ : Interféron γ 

IPMN : Néoplasme mucineux papillaire intracanalaire 

LDL-R : Low Density Lipids Receptor 

LEF1 : Leukocyte enhancing factor 1 

LPH : Lactase phlorizine hydrolase 

m/v : masse/volume 

MCN : Néoplasme kystique mucineux 

MDCK : Cellules canines de rein Madin–Darby 

MEC : Matrice extracellulaire 

MPMR : Mucin Purin pyrimidine Mirror Repeat 

MUC1CT : Queue cytoplasmique de MUC1 

NSE : Leucine-rich nuclear export signal 

Nup62 : Nucleoporin p62 

PA : Pôle apical 

PanIN : Néoplasme pancréatique intracanalaire 

PAR3/6 : Partitioning defective 3 homolog 3/6 

PBL : Pôle basolatéral 

PCR : Polymerase Chain Reaction 

PDAC : Adénocarcinome pancréatique canalaire 

PDGFR : Platelet-Derived Growth Factor Receptor 

PET : Tomographie par émission de positron 

PET-CT : Tomographie assistée par ordinateur associée à la tomographie par émission de 

positron 

PFA : Paraformaldéhyde 

pIgR : Récepteur aux IgA 

PKCδ : Protein Kinase C δ 

PMSF : Flurorure de phenylméthanesulfonyle  

RE : Réticulum endoplasmique 

RT : Reverse transcriptase 

SDS : Sodium dodecyl sulfate 

shRNA : short hairpin RNA 
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SL : Sphingolipides 
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SMC : Cellule musculaire lisse vasculaire 

SNP : Single Nucleotide Polymorphism 

SOS : Son Of Sevenless 

SVF : Sérum de veau fœtal 

TGF-β : Transforming Growth Factor β 

TGF-β2 : Transforming Growth Factor β2 

TGN : Réseau trans-Golgien 

TNF-α : Tumor Necrosis Factor α 

TR : Répétitions en tandem 

TRAIL : Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand 

TTF-1 : Nuclear thyroid-specific transcription factor1 

v/v : volume/volume 

VNTR : Variable Number Tandem Repeat 

 
 
 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Introduction générale 



  

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Localisation et morphologie du pancréas. Le pancréas est situé derrière le foie, 

entre la rate et la vésicule biliaire. Il est composé de trois parties : la tête, le corps et la queue. 

Les  enzymes  digestives  sont  libérés  dans  l’intestin  au  niveau  du  duodénum via  le  canal  de 

Wirsung. D’après http://www.uchospitals.edu. 

 

 

 

 

 



 9

INTRODUCTION 

 
1. Le pancréas 

 
Le pancréas est une glande amphicrine qui mesure environ 15 cm de long et 3 cm de 

large composée de trois parties : la tête, le corps et la queue. Elle est située dans l’abdomen 

derrière  l’estomac,  devant  les  reins  et  à  proximité  du  foie  et de  la  vésicule  biliaire.  Le 

pancréas  comprend  une  partie  exocrine,  les  acini,  et  une  partie  endocrine,  les  îlots  de 

Langherans (environ 2 % du volume glandulaire), dispersée dans le tissu exocrine. La partie 

endocrine, qui est plus développée dans la queue du pancréas, libère des hormones, l’insuline 

et  le  glucagon,  permettant  la  régulation  du  métabolisme  glucidique. La  partie  exocrine 

synthétise  et  libère  des  enzymes  nécessaires  à  la  digestion  dans  le  duodénum via  le  canal 

collecteur pancréatique, le canal de Wirsung (Figure 1). 

 

2. L’adénocarcinome pancréatique canalaire 

 

L’adénocarcinome  pancréatique  canalaire,  PDAC,  est  la  forme  majoritaire  de 

cancer  pancréatique  (85  %).  Il  est  la  sixième  et  quatrième  cause  de  mort  par  cancer 

respectivement en Europe et aux Etats-Unis et est responsable de 227 000 décès par an dans le 

monde.  Ce  cancer  d’origine  multifactorielle  touche  préférentiellement  les  hommes. 

L’apparition  se  fait  généralement  après  55  ans,  le  pic  d’apparition  se  situant  entre  60  et  70 

ans. En 2002, le rapport mortalité/incidence de 98 % met en évidence à quel point ce cancer 

est de mauvais pronostic puisqu’il signifie le décès pour presque tous les patients. La médiane 

de survie est d’environ 6 mois et la survie à 5 ans ne dépasse pas 5 %. Lorsque la tumeur est 

résécable, le taux de survie et la médiane de survie atteignent respectivement 10 % et 23 mois 

au maximum. 

 
2.1 Les facteurs de risque 

 

Plusieurs facteurs de risque sont connus ou suspectés. 

 

Le  tabagisme  semble  multiplier  par  2  à  3  fois  les  risques  de  développer  un  PDAC 

(Mack et al., 1986, Hart et al., 2008). Plusieurs études ont mis en évidence que l’inhalation de 
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fumée  de  cigarette  était,  dans  un  premier  temps,  responsable  de  dommages  au  niveau  des 

cellules  acineuses  pancréatiques entraînant  l’apparition  de  différents  types  d’anomalies  tels 

que  la  dysplasie,  l’hyperplasie  (Longnecker et  al.,  1980)  ou  encore  des  lésions  atypiques 

marquées  par  la  présence  de  cellules  acidophiles  ou  basophiles  (Tanaka et  al.,  1988).  Les 

cellules  canalaires  pancréatiques  sont  également  touchées  puisqu’elles  présentent  plus 

d’anomalies nucléaires chez les fumeurs que chez les non-fumeurs (Tomioka et al., 1990). Le 

tabagisme perturbe également la physiologie des cellules pancréatiques en altérant la synthèse 

(Lindkvist et al., 2008) et la sécrétion d’enzymes (Bynum et al., 1972) par un mécanisme qui 

n’est pas encore clairement défini. Dans un second temps, les dérivés de la nicotine tels que 

les  nitrosamines  sont  capables  de  former  des  complexes  au  niveau  de  l’acide 

désoxyribonucléique (ADN) pancréatique (Zhu J et al., 2006) interférant ainsi sur l’expression 

de  certains  gènes.  De  même,  les  carcinogènes issus  du  tabac  sont  capables  d’induire  des 

mutations  de  l’ADN  au  niveau  du  pancréas.  Les  hypothèses  scientifiques  actuelles  seraient 

que  le  tabagisme, via  ces  deux  modes  d’action,  entrainerait  des  dommages  induisant  la 

transdifférenciation  des  cellules  acineuses  du  pancréas  débouchant  sur  la  formation  d’un 

adénocarcinome pancréatique. 

 
Le sexe masculin, est préférentiellement touché par le cancer pancréatique (Wahi et al., 

2009). Cela pourrait notamment s’expliquer par le fait qu’il existe un plus grand pourcentage 

de fumeurs au sein de la population masculine. 

 

L’âge  semble  être  un  facteur  important.  En  effet,  selon  une  étude  réalisée  à  l’échelle 

mondiale, seulement 5 à 10 % des patients touchés par un PDAC sont âgés de moins de 50 

ans (Raimondi et al., 2007, Deutsch et al., 1999).  

 
Les prédispositions familiales représentent également un facteur de risque. Des études 

ont mis en évidence une augmentation du risque de développer un PDAC au sein des familles 

dont certains membres avaient été atteints d’un PDAC. Le risque semble augmenter s’il s’agit 

de  membres  de  la  famille  de  premier  degré  de  parenté.  En  effet,  lorsqu’un  individu  a  une, 

deux  ou  trois  personnes  de  premier  degré  touchées,  le  risque  est  augmenté  d’un  facteur 

respectif  de  4,6,  6,4  et  32  (Klein et  al.,  2004).  De  plus,  la  présence  dans  la  famille  d’un 

individu  atteint  très  précocement  d’un  PDAC augmente  aussi  le  risque  du  développement 

d’un PDAC au sein de cette famille (Brune et al., 2010). 
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Les  régimes  alimentaires  riches  en  lipides  et  l’obésité.  En  1993,  Lyon  et 

collaborateurs ont effectué une étude sur des habitants de l’Utah, aux Etats-Unis, et ont mis en 

évidence  que  la  nourriture  riche  en  lipides,  qu’elles  soient  d’origine  animale  ou  végétale, 

augmentait de trois fois le risque de développer un PDAC chez les hommes. Chez les femmes, 

il  semble  que  les  graisses  d’origine  non  animale et  non  succédanées  augmentent  les  risques 

d’un facteur 3,4 (Lyon et al., 1993). Plus récemment, les observations sur plusieurs cohortes 

d’individus  ont  permis  d’individualiser  les  acides  gras  saturés  et  d’origine  animale  comme 

principaux  acides  gras  nocifs  (Zhang et  al.,  2005,  Chan et  al.,  2007,  Thiébaut et  al.,  2009, 

Nöthlings et al., 2005). Enfin, en 2010, une étude a établi une forte corrélation entre un indice 

de masse corporelle élevé et la présence de PDAC (Arslan et al., 2010). 

 

L’acide folique a été proposé comme jouant un rôle dans le PDAC. Il est impliqué dans 

les  phénomènes  de  méthylation de  l’ADN,  dans  la  synthèse nucléotidique  et  dans  la 

réparation  de  l’ADN.  Des  études semblent  montrer  une  association  inverse  entre  l’acide 

folique ingéré dans la nourriture et l’apparition de cancers pancréatiques (Larsson et al., 2006, 

Oaks et  al.,  2010).  Ces  résultats  ne  sont  cependant  pas  retrouvés  dans  toutes  les  études 

(Skinner et al., 2004, Keszei et al., 2009). 

 

Certains  métiers sont  susceptibles  de  favoriser  l’apparition  de  cancers  pancréatiques. 

Le  recoupement  d’études  effectuées  entre  1968  et  2010  a  mis  en  évidence  que  l’exposition 

aux  hydrocarbones  chlorés  des  solvants,  utilisés en  métallurgie,  dans  le  nettoyage  à  sec  ou 

retrouvés  dans  certains  plastiques  et pesticides,  ou  aux  hydrocarbones  aromatiques 

polycycliques utilisés en métallurgie sont des facteurs à risques (Andreotti et al., 2012).  

 

Le groupe sanguin A, B ou AB a été rapporté comme un facteur de risque du PDAC. 

Depuis les années 1960, des travaux ont rapporté que la fréquence d’apparition de cancers du 

tractus  digestif  variait  en fonction  du  groupe  sanguin  (Aird et  al.,  1960).  Plus  récemment, 

Wolpin et collaborateurs ont effectué deux études, regroupant plus de 900 000 personnes, qui 

ont  permis  de  confirmer  que  les  personnes  de groupe  sanguin  non  O  ont  plus  de  risques  de 

développer un cancer pancréatique (Wolpin et al., 2009). Ces résultats ont été confirmés un 

peu plus tard par une étude génomique sur 2000 personnes mettant en évidence qu’un single 

nucleotide  polymorphism,  le  SNP  rs505922,  situé  au  locus  9p34  était  fortement  associé  au 

cancer  pancréatique.  Ce  SNP  est  dans  le  premier  intron  du  gène ABO codant  les  enzymes 

responsables de la formation des antigènes A et B (Amundadottir et al., 2009). 
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L’origine afro-américaine est associée à un risque plus grand de développer un PDAC 

par  rapport  aux  populations  caucasiennes.  L’origine  asiatique  présente  le  plus  faible  risque 

(Vincent et al., 2011).  

 

Le diabète de type 2 représente un facteur de risque de nombreux cancers dont celui du 

pancréas. Des études montrent qu’il existe 50 % de risque supplémentaire de développer cette 

pathologie  lorsque  l’individu  est  touché  par un  diabète  de  type  2  depuis  au  moins  10  ans 

(Huxley et al., 2005, Everhart et al., 1995). En 2009, Stocks et collaborateurs montrent qu’un 

taux  de  glycémie  et  d’insuline  élevés  ainsi qu’une  résistance  à  l’insuline  sont  corrélés  à  un 

risque  plus  important  de  développer  certains cancers  dont  celui  du  pancréas  chez  la  femme 

(Stocks et al., 2009, Stolzenberg-Solomon et al., 2005). 

 

La pancréatite chronique est également un facteur de risque. La recherche de PDAC 

au sein des personnes atteintes de pancréatite chronique dans six pays différents a révélé une 

forte incidence (multipliée par 20) des PDAC dans cette population (Lowenfels et al., 1993). 

De plus, ce risque accru est retrouvé chez les patients touchés par une pancréatite chronique, 

qu’elle  soit  engendrée  ou  non  par  la  consommation  d’alcool. La  cholangite  sclérosante 

primaire accroît aussi le risque de PDAC de 14 fois (Schrumpf et al., 2003, Bergquist et al., 

2002).  

 

D’autres maladies semblent favoriser l’apparition de PDAC. C’est le cas des Familial 

Atypical Multiple Mole Melanoma, FAMMM, qui peuvent présenter ou non une mutation de 

CDKN2A. Les personnes portant la mutation ont un risque plus important de développer un 

cancer pancréatique (Vasen et al., 2000). De même, le syndrome de Peutz-Jeghers (Hearle et 

al., 2006), de Lynch (Geary et al., 2008) et de Li-Fraumeni (Kleihues et al., 1997) semblent 

favoriser l’apparition d’un PDAC. 

 

2.2 La carcinogenèse pancréatique 

 

Trois  lésions  précurseurs  du  PDAC  ont  été  caractérisées  à  l’heure  actuelle :  les 

néoplasmes  intracanalaires  pancréatiques  (PanIN),  les  néoplasmes  mucineux  papillaires 

intracanalaires (IPMN) et les néoplasmes kystiques mucineux (MCN)  (Brugge et al., 2004, 

Maitra et al., 2005). 



 

 

 

 

 

 

Figure  2 : Histologie  des  canaux  pancréatiques  intralobulaires  et  des  différents  stades 

PanIN.  (A)  Canal  pancréatique  sain.  (B)  PanIN-1,  (C)  PanIN  2,  (D)  PanIN-3.  Les  flèches 

jaunes correspondent à un canal pancréatique sain. Les têtes de flèches vertes ciblent du tissu 

acineux  normal.  Les  flèches  bleues  montrent  les  différents  stades  de  néoplasmes 

intracanalaires pancréatiques. D’après Vincent et al., 2011. 
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2.2.1 Les lésions précancéreuses 

 
Les PanIN sont les lésions les plus étudiées jusqu’à maintenant. Elles sont retrouvées 

dans  les  canaux  pancréatiques intralobulaires  avec  une  fréquence  plus  élevée  chez  les 

personnes présentant des PDAC. Ce sont de petites lésions dont la taille est inférieure à 5 mm 

et qui ne sont pas observables en imagerie pancréatique. Les PanIN sont classées en plusieurs 

stades au cours desquels on peut observer une progression des altérations morphologiques par 

rapport aux canaux pancréatiques sains : PanIN-1A, PanIN-1B, PanIN-2 et PanIN-3 (Hruban 

et al., 2001) (Figures 2 et 3). 

 

PanIN-1A :  les  lésions  sont  plates  et  formées  par  des  cellules  de  morphologie 

allongée.  Le  cytoplasme  contient  une  quantité  de  mucines  plus  importante  que  dans  les 

cellules  normales.  Le  noyau  est  petit,  de  forme  ronde  ou  ovale.  Ce  type  d’anomalie  est 

couramment retrouvé avec l’âge. 

 

PanIN-1B : les altérations sont identiques au stade précédent. Cependant, les lésions 

deviennent pseudostratifiées, de forme micropapillaire ou papillaire (Figure 2B) 

 

PanIN-2 :  les  lésions  peuvent  être  plates  mais  sont  souvent  papillaires.  Les  cellules 

présentent  quelques  anomalies  nucléaires  dont  l’hyperchromatisme  ou  encore  une 

augmentation de la taille du noyau (Figure 2C). 

 

PanIN-3 : les lésions sont presque toujours papillaires ou micropapillaires. On observe 

la  formation  d’un  bourgeon  et  d’une  nécrose  dans  la  lumière  du  canal.  Il  y  a  une  perte  de 

polarité  nucléaire,  des  mitoses anormales,  des  anormalies  nucléaires  ou  encore  un  nucléole 

proéminent. L’invasion à travers la lame basale n’est pas présente. Cette anomalie est souvent 

retrouvée  dans  le  pancréas  touché  par  un  PDAC. Lorsque la lésion envahit l’environnement 

au-delà de la lame basale, il est alors dénommé PDAC (Figure 2D). 

 
Les IPMN sont le deuxième type de lésion le plus retrouvé. Ils sont beaucoup moins 

fréquents  que  les  PanIN,  mais sont  de  plus  en  plus  observés  avec  les  améliorations  de 

l’imagerie  pancréatique.  Contrairement  aux  PanIN  qui  sont  uniquement  localisés  dans  les 

canaux  intralobulaires,  les  IPMN  peuvent  toucher  tous  les  types  de  canaux  pancréatiques : 

intralobulaires,  interlobulaires et  extralobulaire.  Ces  lésions mesurent  un  peu  plus  de  5  mm 
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dans  les  petits  canaux  et  plus  de  10  mm  dans  le  canal  principal  pancréatique.  Elles  sont 

décrites  comme  étant  des  proliférations  intracanalaires  de  cellules  épithéliales  sécrétant  du 

mucus  (Grützmann et  al.,  2011).  Chez  les  patients  qui  développent  des  IPMN,  une  tumeur 

maligne  est  retrouvée  dans  le  canal  principal  dans  57  à  92  %  des  cas  ou  dans  les  canaux 

ramifiés dans 6 à 46 % des cas (Tanaka et al., 2006). 

 

Les  MCN  ont  été  caractérisés  pour  la  première  fois  en  1978.  Ils  sont  observés  au 

niveau du corps et de la queue du pancréas. De manière générale, ces lésions ne sont pas en 

communication  avec  les  canaux  pancréatiques.  Cependant,  quelques  exceptions  ont  été 

décrites  (Masia et  al.,  2011,  Hruban et  al.,  2007).  Ils  sont  décrits  comme  des  épithélia  à 

cellules  cylindriques,  secrétant  du  mucus,  recouvrant  un  stroma  de  type  ovarien  (Tanaka et 

al., 2006). 

 

Des  études  sur  les  différentes  lésions  précoces  du  PDAC  ont  permis  d’établir  une 

séquence carcinogénétique durant laquelle les apparitions de certaines altérations génétiques 

(délétions, mutations et raccourcissements télomériques) sont souvent corrélées à des stades 

histopathologiques  bien  précis.  Bien  que  cette  séquence  carcinogénétique  soit  validée  par 

tous, des questions concernant l’implication de ces modifications  sur  l’évolution  cancéreuse 

restent encore en suspens. Enfin, des études du profil génétique des différents stades a permis 

de  mettre  en  évidence  la  progression  des  PanIN  vers  le  PDAC  (Hruban et  al.,  2000,  2001, 

Yamano et al., 2000, Maitra et al., 2003). 

 

2.2.2 Les altérations génétiques 

 

La première mutation génique observée dans le cancer pancréatique est celle du gène 

K-RAS.  L’oncogène K-RAS  code  un  membre  de  la  famille  RAS  qui  permet  la  fixation  du 

GTP.  Cette  famille  de  protéines  est  impliquée  dans  des  voies  de  signalisation  modulant  la 

prolifération, l’invasion, la survie et la différenciation (Malumbres et al., 2003, Campbell et 

al., 1998). Une substitution du résidu glycine, codé par le codon 12, par un autre acide aminé 

(a.a.) qui peut être un résidu d’arginine, valine ou aspartate, permet la synthèse d’une protéine 

constitutivement  active.  Cette mutation  sporadique,  dont  la  fréquence  d’apparition  dans  les 

stades précoces de néoplasmes se situe aux environs de 30 %, est retrouvée dans presque 100 

% des PDAC (Almoguera et al., 1988). L’utilisation d’un modèle murin exprimant un K-RAS 



 

 

 

 

 

 

 

Figure  3 : Cancérogenèse  pancréatique.  Dès  les  stades  précoces  de  PanIN-1A, KRAS  est 

retrouvé muté. Durant les stades plus tardifs PanIN-2 et -3, ce sont les gènes suppresseurs de 

tumeurs CDKN2A  puis TP53,  SMAD4 et  BRCA2  qui  sont  inactivés. D’après  Hruban et  al., 

2000. 
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constitutivement  actif  dans  le  pancréas  a  permis  de  mettre  en  évidence  l’implication  de 

K-RAS muté dès les stades précoces de la cancérogenèse pancréatique (Figure 3).  

 

Une  autre  altération  observée  précocement  dans  la  cancérogenèse  épithéliale 

pancréatique  est le  raccourcissement  télomérique  qui  favorise  l’apparition  d’anomalies 

chromosomiques (van Heek et al., 2002, Hong et al., 2010). 

 

Des inactivations de gènes suppresseurs de tumeur sont également observées au niveau 

de stades plus tardifs. C’est le cas pour CDKN2A, TP53, SMAD4 ou encore BRCA2. 

 

Des études ont mis en évidence que les mutations germinales de CDKN2A augmentent 

d’un  facteur  13  les  risques  de  développer  un  cancer  pancréatique  (Whelan et  al.,  1995).  De 

plus,  dans  80  à  95  %  des  PDAC,  une  perte de  fonction  de  CDKN2A  est  observée  soit  par 

mutation, délétion ou hyperméthylation de son promoteur (Rozenblum et al., 1997). Ce gène, 

situé  au  locus  9q21,  code  grâce  à  la  présence  de cadres  de  lecture  alternatifs  et  de  deux 

premiers introns distincts, deux suppresseurs de tumeur : INK4A et ARF (Sherr et al., 2001). 

INK4A  régule  l’entrée  en  phase  S  du  cycle  cellulaire  en  modulant  indirectement  la 

phosphorylation  de  la  protéine  du rétinoblastome.  ARF  est  responsable  de  la  protéolyse  du 

suppresseur  de  tumeur  p53  en  inhibant  MDM2.  Cependant,  il  semble  que  c’est  uniquement 

INK4A  qui  soit  impliquée  dans  les  stades  tardifs  de  la  cancérogenèse  pancréatique  

( Rozenblum et al., 1997, Lal et al., 2000).  

 

Dans  plus  de  50  %  des  cas  de  PDAC,  le  gène  suppresseur  de  tumeur TP53, codant 

p53, contient une mutation non sens au sein de la séquence codant le domaine de fixation à 

l’ADN  (Rozenblum et  al.,  1997).  La  protéine  p53  est  impliquée  dans  la  réponse  aux 

dommages  à  l’ADN.  Retrouvée  dans  les  stades  tardifs,  cette  mutation de  p53  facilite  très 

probablement  les  réarrangements  génomiques.  En  effet,  le  raccourcissement  des  télomères 

observé dès les stades précoces du PDAC (Gisselsson et al., 2001) est associé dans un premier 

temps à une perte de fonction de p53. Dans un second temps, il va permettre une réexpression 

de la télomérase (Suehara et al., 1997) permettant l’immortalisation des cellules cancéreuses 

qui  accumulent  des  altérations  chromosomiques  après  perte  de  la  fonction  suppresseur  de 

tumeur de p53 (Artandi et al., 2000, Chin et al., 1999).  
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Dans  50  %  des  PDAC,  une  délétion  ou  des  mutations  inactivatrices  au  sein  du  gène 

SMAD4/DPC4  de  la  région  q21  du  chromosome  18  sont  observées  (Hahn et  al.,  1996).  Ce 

gène code le facteur de transcription SMAD4 impliqué dans la voie du Transforming Growth 

Factor β (TGF-β) (Massague et al., 2000). Cette anomalie est retrouvée dans les stades tardifs 

de  PanIN  et  son  impact  sur  la  cancérogenèse épithéliale  pancréatique  n’est  pas  clairement 

défini. En effet, des études ont obtenu des conclusions contradictoires concernant l’impact de 

la perte de SMAD4 sur la survie des patients ayant un PDAC (Tascilar et al., 2001, Biankin et 

al., 2002). Le rôle de SMAD4 dans la carcinogenèse dépendrait de son rôle dans la voie du 

facteur TGF-β. Ce dernier permet d’inhiber la croissance cellulaire en bloquant les cellules à 

la  transition  G1/S  ou  en  promouvant  l’apoptose.  Il  a  été  évoqué  que  l’absence  de  SMAD4 

induirait une résistance des cellules cancéreuses pancréatiques à la voie anti-proliférative du 

TGF-β. Cependant, la restauration de SMAD4 dans différentes lignées cellulaires cancéreuses 

pancréatiques  ne  semble  pas  avoir  un  impact  important  sur  la  croissance  cellulaire in  vitro 

(Peng et al., 2002). 

 

En ce qui concerne le gène suppresseur de tumeur BRCA2, les mutations germinales 

sont associées à un risque significatif de développement d’un PDAC. En effet, environ 17 % 

des PDAC observés dans un contexte familial présentent une mutation de BRCA2 (Murphy et 

al.,  2002).  En  2000,  Goggins  et  collaborateurs  ont  mis  en  évidence  que  la  perte  du  second 

allèle sauvage dans un contexte familial est un événement tardif observé uniquement dans les 

lésions PanIN présentant une dysplasie ou dans les PDAC (Goggins et al., 2000). BRCA2 est 

impliquée dans la réparation de l’ADN par recombinaison homologue. La perte de ce système 

entraîne l’accumulation d’aberrations chromosomiques après la perte préalable de la voie p53 

(Venkitaraman et al., 2002). 

 

D’autres  oncogènes,  dont EGFR, AKT2, MYB, BRAF,  ou  gènes  suppresseurs  de 

tumeurs, dont MAP2K4, STK11, TGF-βR2, TGF-βR1, FBXW7, EP300, sont également mutés 

dans moins de 20 % des PDAC (Jones et al., 2008). 

 

2.3 Les symptômes 

 

Le mauvais pronostic du PDAC est en partie dû au fait que cette pathologie, durant ses 

stades précoces, ne présente aucun symptôme particulier. La détection de la pathologie se fait 

donc  tardivement  lorsque  le  cancer  est  déjà  devenu  invasif  ou lorsqu’il  a  déjà  généré  des 
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métastases au niveau d’autres organes. Il est à noter que lorsque le PDAC est diagnostiqué, 

25 % des personnes ont un diabète de type 2 et environ 40 % ont une intolérance au glucose 

(Chari et al., 2008, Pannala et al., 2008). 

 

Les différents symptômes observés au niveau des stades tardifs sont variés. Les plus 

courants  sont  des  douleurs  abdominales  ou  dans  le  milieu  du  dos,  une  perte  de  poids  ou 

encore  une  thrombose  veineuse  superficielle  ou  profonde.  Un  ictère  dû  à  l’obstruction  des 

voies biliaires est observé dans 90 % des cas. Dans 20 % des stades très avancés, des sténoses 

pyelo-duodénales  avec  nausées  et  vomissements consécutifs  à  une  invasion  duodénale  sont 

retrouvées.  On  peut  également observer  des  cas  d’anémie  ou encore  une  thrombocytose. 

Enfin, une faible partie des malades souffrent de dépression ou de panniculite (Lueangarun et 

al., 2011). 

 

2.4 Le diagnostic 

 

L’examen  le  plus  utilisé  pour  effectuer  le  diagnostic  du  cancer  pancréatique  est  la 

tomographie  assistée  par  ordinateur  (CT).  Néanmoins,  d’autres  techniques  d’imagerie 

médicale  ou  d’autres  examens  tels  que  les tests  sanguins  ou  la  recherche  de  marqueurs 

spécifiques  peuvent  donner  des  informations  supplémentaires en  attendant  le  diagnostic 

définitif.  

 

2.4.1 Les examens d’imagerie médicale 

 

L’imagerie médicale est le meilleur moyen pour diagnostiquer la présence ou non d’un 

PDAC.  Ce  domaine  de  spécialité  permet  également  de  déterminer  si  la  tumeur  est 

chirurgicalement opérable ou non. Plusieurs techniques sont utilisées. 

 

Les échographies de la région abdominale permettent d’observer les canaux biliaires 

et  pancréatiques  de  manière  non  invasive  et  sûre.  Des  dilatations  simultanées  de  l’ordre  de 

7  mm  et  2  mm  respectivement  pour  les  canaux  biliaires  et  pancréatiques  peuvent  être  des 

signes  de  cancer  pancréatique. L’échographie  permet  également d’étudier  d’autres  critères 

comme  l’existence  de  métastases  hépatiques.  Cependant,  la  présence  de  petites  masses 

tumorales inférieures à 3 cm restent souvent non détectées. 
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La tomographie assistée par ordinateur, CT, est la meilleure technique de détection 

de  néoplasies  au  niveau  pancréatique.  Malgré  une  sensibilité  de  détection  des  tumeurs 

approchant les 69 % (Müller et al., 1994), elle permet de déterminer dans 90 % des cas si la 

tumeur est résécable chirurgicalement.  

 

 L’échographie  couplée  à  l’endoscopie  présente  une  sensibilité  de  détection  des 

cancers  pancréatiques  avoisinant  96  %  (Iglesias  Garcia et  al.,  2009),  soit  une  sensibilité 

meilleure  que  celle  de  la  CT.  Cette  technique  semble  également  être  plus  sensible  vis-à-vis 

des  tumeurs  de  petite  taille.  Des  ponctions  à  l’aiguille  fine  peuvent  être  effectuées  afin  de 

réaliser  des  examens  cytologiques  des  lésions.  Cependant,  cette  technique  est  considérée 

comme utile uniquement pour les patients dont la tumeur est non résécable puisqu’elle rend 

possible  l’optimisation  de  la  prise  en  charge  des  malades  en  permettant  des  examens 

complémentaires de ces lésions. 

 

L’imagerie  par  résonance  magnétique  est  employée  depuis  que  les  avancées 

technologiques  récentes permettent  l’acquisition  rapide  d’images  pancréatiques  de  haute 

résolution. Elle est utilisée pour détecter les masses tumorales de petite taille, avec 83 % de 

sensibilité, ainsi que pour déterminer si la masse est opérable ou non. 

 

La  tomographie  par  émission  de  positron,  PET,  utilise  le  F-fluorodésoxyglucose, 

FDG,  comme  traceur  radioactif.  Elle  met  en  évidence  la  localisation  de  la  tumeur  primaire 

ainsi que l’éventuelle présence de métastases. De plus, cette technique peut-être associée à la 

CT  (PET-CT)  afin  d’augmenter  la  sensibilité respective  de  ces  deux  techniques  et  ainsi 

localiser les métastases extra-hépatiques. 

 

La  cholangiopancréatographie  par  endoscopie  rétrograde  permet,  après 

prélèvement,  de  confirmer  dans  95  %  des cas  la  présence  d’un  cancer  pancréatique. 

Cependant cette technique invasive présente un taux de complications d’environ 10 %. 

 

2.4.2 Les examens sanguins et les marqueurs tumoraux 

 

Les  analyses  sériques  mettent  éventuellement  en  évidence  la  présence  de 

perturbations au niveau hépatique, d’une thrombocytose ou d’une anémie. 
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L’antigène  CA  19-9,  communément  appelé  antigène  sialyl-Lewis  A,  est  utilisé 

comme  marqueur  tumoral  sérique  dans  beaucoup  de  cancers.  Il  a  été  découvert  en  premier 

lieu dans le cadre du cancer pancréatique en 1981. Ce marqueur est exprimé par les cellules 

du  tractus  biliaire  de manière  normale  et  son  taux  sérique  augmente  dans  de  nombreux  cas 

pathologiques  dont  la  pancréatite chronique.  La  sensibilité  et  la  spécificité  de  ce  marqueur 

pour  le  cancer  pancréatique  sont  respectivement  de  80  %  et  73  %.  Ce  marqueur  est  utilisé 

pour estimer la survie du patient (Goggins et al., 2007). 

 

Tous  ces  examens  permettent  de  caractériser  la  masse  tumorale  (taille,  invasion  au 

delà de la lame basale, présence de nodules lymphatiques, présence de métastases) et de situer 

le  PDAC  dans  la  classification  selon  4  stades  : résécable,  à  la  limite  du  résécable,  non 

résécable ou localement avancé et métastatique. Ces situations représentent respectivement 

environ 10 %, 10 %, 30 % et 60 % des cas de PDAC (Vincent et al., 2011).  

 

2.5 Le pronostic 

 

Pour chaque stade, les médianes de survie sont respectivement : 

 

- résécable : entre 17 et 23 mois, 

- à la limite du résécable : au maximum 20 mois, 

- non résécable ou localement avancé : entre 8 et 14 mois, 

- métastatique : entre 4 et 6 mois. 

 

Lorsque  la  tumeur  est  opérable,  l’étude  macroscopique,  microscopique  ou  encore 

biochimique  du  fragment  tumoral  retiré  permet  d’affiner  le  pronostic.  Par  exemple,  la 

présence de cellules cancéreuses peu différenciées, de marges de résection présentant du tissu 

tumoral  ou  de  nodules  lymphatiques  envahis  sont  des  critères  de  mauvais  pronostic.  De 

même,  la  perte  d’expression  du  facteur  SMAD4  ou  l’expression  de  SPARC,  anomalies  que 

l’on peut observer par immunohistochimie au niveau du fragment tumoral retiré ne sont pas 

favorables à la survie du patient (Blackford et al., 2009, Infante et al., 2007). 

 

2.6 Le traitement curatif et la prise en charge 

 

2.6.1 La chirurgie  



 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Pancréato-duodénectomie. (a) Les pointillés délimitent les zones enlevées durant 

l’acte  chirurgical :  tête  du pancréas,  duodénum,  partie  distale  de  l’estomac  et  des  canaux 

biliaires  et  vésicule  biliaire. (b)  Les  différentes  anastomoses  sont  localisées  au  niveau  des 

zones  hachurées :  (1) une  gastro-jéjunostomie,  (2)  une  cholédocho-jéjunostomie,  (3)  une 

pancréatojéjunostomie, (4) une pancréato-gastrotomie. D’après Bond-Smith et al., 2012. 
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A  l’heure  actuelle,  le  seul  traitement  curatif  existant  pour  le  PDAC  est la  résection 

chirurgicale qui est possible dans environ 20 % des cas. La survie à 5 ans et la médiane de 

survie peuvent notamment atteindre respectivement  25 % et environ 20 mois dans le cas de 

résection  de  la  tête  pancréatique.  Après  résection  chirurgicale,  il existe  un  risque  de 

récurrence  systémique  supérieur  à  70  %  et  un  risque  supérieur  à  20  %  de  récurrence  locale 

(Vincent et al., 2011). 

 

Il existe deux actes chirurgicaux différents : 

 

La pancreato-duodénectomie  est  la  plus  fréquente  des  chirurgies,  caractérisée  par 

une mortalité opératoire assez faible (environ 2,4 %) (McPhee et al., 2007). Elle est réalisée 

lorsque le PDAC est situé au niveau de la tête ce qui représente 78 % des PDAC opérés. Les 

possibles  complications  sont  des  fuites  après  l’anastomose  pancréatique,  une  vidange 

gastrique retardée ou encore une insuffisance pancréatique (Yeo et al., 1997). Cette opération 

consiste en une résection de la partie proximale du pancréas, de la partie distale de l’estomac, 

du duodénum, de la partie distale du canal biliaire et de la vésicule biliaire. La continuité du 

tractus  sera  restaurée  par  une  gastro-jéjunostomie,  cholédocho-jéjunostomie,  une 

pancréatojéjunostomie et pancréato-gastrotomie (Figure 4). 

 

La  seconde  chirurgie  de résection  possible  est  la pancréatectomie  distale.  Elle  est 

réalisée  lorsque  le  PDAC  est  situé  dans  le  corps  et  la  queue  du  pancréas.  Cette  opération 

présente  une  mortalité  opératoire  de  1,2  %  (Kelly et  al.,  2011).  La  principale  complication 

observée est la formation de fistules pancréatiques résultant de fuites de liquide pancréatique 

au niveau de la marge de résection (Zhou et al., 2010). 

 
2.6.2 Les thérapies adjuvantes 

 
Un ou deux mois après l’opération chirurgicale, une thérapie adjuvante est souvent 

réalisée.  Avant  2004,  le  traitement  était  basé  sur le  5-fluoro-uracile,  5-FU,  ainsi  que  la 

radiothérapie.  Le  5-FU,  un  analogue  de  l’uracile,  agit  après  avoir  été  métabolisé  en  5-FU 

triphosphate  (5-FU-TP)  et  en  5-fluoro-désoxyuridine  monophosphate  (5-dFU-MP).  Sous  la 

première forme, il est incorporé dans les acides ribonucléiques, ARN, et induit des erreurs de 
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transcription ;  sous  sa  seconde  forme,  il  inhibe  la  thymidylate  synthase  et  la  formation  de 

thymidine triphosphate nécessaire à la synthèse de l’ADN. 

 

En 2004, les essais ESPAC-1 ont mis en évidence que la chimiothérapie basée sur le 

5-FU  était  plus  performante  que  la  chimio-radiothérapie  (Koshy et  al.,  2005).  Plus  tard, 

ESPAC-3 montre qu’il n’y a aucune différence entre une thérapie adjuvante basée sur le 5-FU 

associé à l’acide folinique et celle basée sur la gemcitabine  (Neoptolemos et al., 2010). La 

gemcitabine  est  l’isomère β  de  la  2’-désoxy-2’,2’-difluorocytidine,  un  analogue  de  la 

désoxycytidine. Elle est métabolisée en difluorocytidine diphosphate et triphosphate par des 

nucléosides kinases après son entrée dans la cellule. Sous sa première forme diphosphate, elle 

va inhiber la cytidine triphosphate synthase et la formation de cytidine triphosphate (CTP) qui 

s’intègre  dans  l’ADN.  Sous  sa  seconde  forme  triphosphate,  elle  va  remplacer  la  CTP  dans 

l’ADN lors de sa réplication et générer des erreurs. Ces deux mécanismes aboutissent à une 

inhibition de la phase S du cycle cellulaire et à l’apoptose de la cellule. 

 

Chez les patients opérables 

 

Les  bénéfices  qui  sont  tirés  de  ces  thérapies  sont  plus  importants  pour  les  patients 

ayant subi une résection et dont les marges de résections sont négatives  microscopiquement 

(R0).  En  effet,  la  médiane  de  survie  passe  de  18  mois  à  25  mois  pour les  cas  de  résections 

dont les marges sont négatives macroscopiquement (R1) (Vincent et al., 2011). Lorsque c’est 

possible, la radiothérapie est utilisée en complément après une chimiothérapie adjuvante afin 

de diminuer les risques de récurrence systémique, voire de récurrence locale. 

 

Chez les patients dont le stade est avancé et non opérable 

 

Dans  les  cas  avancés  localement  ou  métastatiques,  les  thérapies  standards  utilisées 

sont basées sur la gemcitabine. Elles peuvent être couplées à la radiothérapie. Elles procurent 

une  amélioration  partielle  chez certains  patients  (Burris et  al.,  1997,  Stornolio et  al.,  1999). 

Parfois, elles permettent de rétrograder le stade de la tumeur (Gillen et al.,  2010).  Plusieurs 

essais  cliniques  sur  des  stades  métastatiques associent  différents  composés  afin  d’améliorer 

les  bénéfices  des  thérapies  adjuvantes.  C’est notamment  le  cas  de  la  combinaison  de  la 

gemcitabine avec la capecitabine qui semble augmenter la réponse à la thérapie (Cunningham 

et al., 2009). 
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2.6.3 Les thérapies néo-adjuvantes 

 

Les  thérapies  néo-adjuvantes  sont,  quant  à  elles,  réalisées  avant  la  résection 

chirurgicale.  Aucun  bénéfice  sur la  survie  ne  semble  être obtenu  par  rapport  aux  thérapies 

adjuvantes  (Gillen et  al.,  2010).  Le  taux  de  réponse  à  ces  thérapies  n’est  pas  très  élevé. 

Cependant, ces dernières peuvent dans certains cas permettre de rétrograder des patients à un 

stade  à  la  limite  du  résécable  vers  un  stade  résécable  (Callery et  al.,  2009).  De  plus,  la 

thérapie n’est plus retardée par d’éventuelles complications post-opértoires.  

  
2.6.4 Les autres thérapies 

 

Lorsque la chirurgie n’est pas possible, différentes possibilités peuvent être mises en 

œuvre :  

 

- la  radiochirurgie  qui  permet  de  traiter  de  manière  non  invasive  une  tumeur.  Elle 

consiste  à  envoyer  une  grande  quantité  de  rayons  sur  une  région  inférieure  à  3  cm  avec 

précision sans aucun acte chirurgical. 

 

-  la  pose  d’une  endoprothèse  par  endoscopie ou  d’un bypass  des  voies  biliaires 

peut permettre de rétablir la sécrétion de bile lorsque la voie biliaire est comprimée. Ainsi, le 

taux  de  bilirubine  diminue  après sécrétion  de  la  bile  et  une  chimiothérapie  qui  était  non 

réalisable peut être effectuée. 

 

 

3. Les mucines 

 
Certaines  mucines,  MUC1  et  MUC4,  sont  décrites  comme  étant  surexprimées  ou 

néoexprimées dans le PDAC. Ainsi, se pose la question du rôle éventuel de ces glycoprotéines 

dans la progression du PDAC. 

 

Les mucines sont des protéines de masse moléculaire élevée composées d’une longue 

chaîne  peptidique,  appelée  « apomucine »,  richement  glycosylée.  La  région  centrale  de 

l’apomucine est composée de répétitions en tandem (TR), riches en résidus proline, sérine 

et thréonine. Les résidus sérine et thréonine portent les motifs O-glycanniques qui peuvent 



 

 

 

 

 

          Séquences uniques   

  Domaine riche en résidus sérine, thréonine et proline  

  Domaine riche en résidus cystéine 

  Domaine vWF de type D (D1, D2, D’ et D3 en Nt, D4 en Ct) 

      Domaine vWF de type B ou C 

  Domaine CK 

  N-glycanne 

  O-glycanne  

  Peptide signal 

 

Figure 5  :  Représentation  schématique  des  mucines  codées  par  les  gènes MUCs  11p15. 

D’après Dekker et al., 2002. 
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représenter  entre  50  à  80  %  de  la  masse  moléculaire  totale  de  la  mucine  en  fonction  des 

enzymes de glycosylation présentes dans la cellule. 

 

Les mucines sont classées en deux familles en fonction de leur localisation cellulaire : 

les mucines sécrétées et les mucines membranaires. 

 

3.1 Les mucines sécrétées 

 

La  famille  des  mucines  sécrétées  comprend MUC2, MUC5AC,  MUC5B, MUC6, 

MUC7 et  MUC19.  Ces  mucines,  exprimées  et  sécrétées  par  des  cellules  épithéliales 

spécialisées, sont les principaux constituants protéiques du mucus auxquels s’ajoutent de l’eau 

et  des  ions.  Ce  mucus  a  pour  rôle  de  protéger  l’épithélium  qu’il  recouvre.  Les  mucines  lui 

conférent ses propriétés physiques et rhéologiques.  

 

3.1.1 Les gènes 

 

Les  ADN  complémentaires,  ADNc,  de MUC2, MUC5AC, MUC5B  et MUC6  ont  été 

clonés  autour  des  années  1990  (Gum et  al.,  1989,  Aubert et  al.,  1991,  Dufossé et  al.,  1993 

Toribara et  al.,  1993).  Quelques  années  plus  tard,  au laboratoire,  ces  quatre  gènes  ont  été 

localisés sur le bras court du chromosome 11, en p15.5 où ils sont organisés en un cluster 

de 400 kb : MUC6 est en position télomérique suivi par MUC2, MUC5AC et MUC5B (Pigny 

et al., 1996). Ces gènes présentent une homologie de structure mais aussi du nombre d’exons, 

de  localisation  d’introns  et  de  jonctions  intron-exon  (Buisine et  al.,  1998,  Escande et  al., 

2001,  Rousseau et  al.,  2004)  suggérant  qu’ils  ont  pour  origine  commune  un  gène  ancestral 

(Desseyn et al., 1998). Ces quatre gènes présentent un exon central de plus de 10 kb codant 

les  TR  (Desseyn et  al.,  1997,  Escande et  al.,  2001,  Rousseau et  al.,  2004).  L’interposition 

régulière  de  séquences  de  330  pb, codant  des  domaines  riches  en  résidus  cystéine,  dans  les 

gènes de MUC5AC et MUC5B et non celui de MUC2 et MUC6 a engendré la création de deux 

sous-groupes. La présence de ces séquences permettrait une meilleure stabilité génique de la 

séquence codant les TR (Vinall et al., 1998). Une forte homologie de séquence a été observée 

en 5’ et 3’ des extrémités de la séquence codant les TR. En effet, on retrouve respectivement 

dans ces régions les séquences codantes des domaines D1/D2/D’/D3 et D4/B/C homologues 

de ceux du pro-facteur von Willebrand (pro-vWF) (Desseyn et al., 1997, 1998, Buisine et al., 

1998,  Escande et  al.,  2001,  Rousseau et  al.,  2004).  Enfin, MUC2, MUC5AC  et MUC5B 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure  6 : Structure  des  mucines  membranaires.  Schéma  des  mucines  membranaires 

MUC1,  MUC4,  MUC3A/B,  MUC12,  MUC13, MUC15,  MUC16,  MUC17  et  MUC20. 

D’après Jonckheere et Van Seuningen (2008). 
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possèdent  une  séquence  codant  le  domaine CK homologue  du  domaine  du  même  nom 

retrouvé  dans  le Transforming  Growth  Factor β2  (TGF-β2)  (McDonald  et  Hendrickson, 

1993). 

 

3.1.2 La structure 

 
La  région  centrale  hautement  glycosylée  de  certaines  mucines  est  sujette  à  un 

polymophisme  inter-individuel  et  inter-allélique  de  type  VNTR  (Variable  Number  Tandem 

Repeat)  (Figure  5).  On  note  également  la  présence  de  quelques  sites  de N-glycosylation  au 

niveau de la partie C-terminale de ces mucines. Comme évoqué précédemment, il existe une 

forte similarité entre les extrémités C-terminale et N-terminale des mucines sécrétées et celles 

du pro-vWF. En effet, toutes les mucines sécrétées possèdent les domaines riches en cystéines 

D1/D2/D’/D3 homologues à ceux du pro-vWF au niveau de leur partie N-terminale. En ce qui 

concerne  la  partie  C-terminale,  MUC5AC,  MUC5B  et  MUC2, qui  partagent  une  similarité 

plus forte avec le pro-vWF, possèdent les domaines D4/B/C/CK, comprenant les cystéines et 

les  sites  de N-glycosylation,  retrouvés  dans  le  pro-facteur  alors  que  MUC19  et  MUC6  ne 

présentent  respectivement  que  les  domaines  C/C/CK  et  CK.  Ce  dernier  est  indispensable  à 

l’homo-dimérisation  de  l’apomucine  MUC2  chez  l’Homme  (Lidell et  al.,  2003).  Ainsi,  la 

formation  de  ponts  disulfure  au  niveau  du  domaine  CK  lors  de  la  biosynthèse  dans  le 

réticulum  endoplasmique  permettrait  l’homo-dimérisation  des  monomères  d’apomucines. 

(Lidell et  al.,  2003).  Une  fois  dans  l’appareil  de  Golgi,  ces  dimères  subissent  une 

multimérisation via le domaine D3 de l’extremité N-terminale (Van Klinken et al., 1998).  

 

3.2 Les mucines membranaires 

 

La classe des mucines membranaires comprend MUC1,  MUC3A,  MUC3B,  MUC4, 

MUC12,  MUC13,  MUC15,  MUC16,  MUC17  et  MUC20 (Figure  6).  Tout  comme  les 

mucines sécrétées, ces mucines permettent la protection des épithélia. De plus, au vu de leur 

localisation  membranaire  et  de leur  grande  taille  (jusqu’à  2  µm  pour  MUC4),  ces  mucines 

jouent  également  un  rôle  dans  les  interactions  cellule/cellule,  cellule/MEC  ou  dans  la 

signalisation  cellulaire.  Les  mucines  membranaires  les  mieux  caractérisées  sont  MUC4  et 

MUC1. Cette dernière est plus particulièrement présentée dans ce mémoire. 

 

 



 

 

 

 

 

 

Figure  7 : ADNc  de  trois  isoformes  de  MUC1 :  MUC1,  MUC1/SEC  et  MUC1/Y.  Les 

espaces entre exons correspondent aux introns épissés. SP : séquence codant le peptide signal. 

TR :  séquence  codant  les  répétitions  en  tandem.  TM :  séquence  codant  le  domaine 

transmembranaire.  CYT :  séquence  codant  la  queue  cytoplasmique. D’après  Baruch  et al., 

1999. 
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3.2.1 La mucine membranaire MUC1 

 
3.2.1.1 MUC1 

 

MUC1  est  le  premier  gène  de  mucine  à  avoir  été  caractérisé  en  1990  à  partir  de 

plusieurs  lignées  cellulaires cancéreuses  humaines  (Gendler et  al.,  1990,  Lan et  al.,  1990, 

Wreschner et al., 1990). Il est localisé au niveau du chromosome 1 au locus q21-q24 et est 

composé de 7 exons dont les tailles varient entre 4 à 7 kb en raison des VNTR (Figure 7). Le 

premier  exon  code  le  peptide  signal  qui  permet  l’adressage  de  cette  mucine  à  la  membrane 

cellulaire.  Le  deuxième  exon  qui  est  le  plus grand  code  le  domaine  central  composé  des 

répétitions  en  tandem  d’une  séquence  de  20  a.a.,  AHGVTSAPDTRPAPGSTAPP,  dont  le 

nombre varie entre 20 et 120 unités dans les populations du nord de l’Europe (Gendler et al., 

1990). Enfin, les exons 5, 6 et 7 codent le domaine transmembranaire d’une trentaine d’a.a. et 

la  queue  cytoplasmique  de  69  a.a..  Plusieurs splicing  alternatifs  de MUC1  existent ;  ils 

permettent  la  formation  de  plusieurs  variants  tels  que  MUC1/SEC  et  MUC1/Y.  L’isoforme 

MUC1/Y est dépourvu de répétitions en tandem mais contient le domaine transmembranaire. 

Le variant MUC1/SEC possède les répétitions en tandem et une partie C-terminale, mais il est 

exempt  de  la  queue  cytoplasmique  et  du  domaine  transmembranaire,  en  conséquence  ce 

variant n’est pas ancré dans la membrane plasmique. 

 

3.2.1.2 La régulation transcriptionnelle 

 

La régulation de la transcription de MUC1 a été très étudiée (Figure 8). Le promoteur 

de MUC1 contient de nombreux sites de fixation pour différents facteurs de transcription. On 

retrouve  notamment  des E-boxes,  des CAAT-boxes  ou  encore  des GC-boxes.  Kovarik  et 

collaborateurs ont déterminé que la séquence 5’ minimale pour obtenir l’expression maximale 

comprend  743  pb  et  que  le  fragment  -150/-60,  incluant  un  domaine  de  fixation  Sp1  et  une 

E-Box (E-MUC1), est essentiel à l’expression tissu spécifique (Kovarik et al., 1993). La boîte 

TATA se situe en amont du site d’initiation de la transcription en -28/-24. En plus de ce site 

d’initiation  de  la  transcription,  dans  la  lignée  cancéreuse mammaire  humaine  T47D,  deux 

sites  d’initiation  supplémentaires  en  -520  et  -130  sont  observés  après  stimulation  par  le 

facteur Transforming Growth Factor-β1 (TGF-β1). 

 



 

 

 

 

 

Figure  8 :  Cartographie  du  promoteur  de MUC1.  Le  promoteur  est  schématisé  par  une 

flèche  noire  en  +1  alors  que  les  promoteurs  alternatifs  en  -130  et  -520  sont en  orange.  Les 

sites  de  fixation  des  différents facteurs  de  transcription  sont signalés  par  des  flèches  noires. 

Quatre régions particulières de régulation sont localisées par des parenthèses. 
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Plusieurs  sites  de  fixation  fonctionnels  pour le  facteur  de  transcription  Sp1  ont  été 

étudiés dans différentes lignées cellulaires humaines. Le site distal en -576/-568 dans la lignée 

tumorale mammaire ZR75 (Kovarik et al., 1993) et le site proximal en -99/-90 permettent la 

transcription  de MUC1  dans  les  lignées  tumorales  épithéliales  pancréatiques  HPAF  ou 

mammaires ZR75 et la répression dans les lignées non épithéliales. Ces deux sites, une fois 

mutés,  entraînent  une  diminution  de  la  transcription  de MUC1  dans  les  lignées  épithéliales 

évoquées précédemment. De plus, le site Sp1 proximal -99/-90 est chevauché par un autre site 

de  fixation  -101/-89  qui  peut  être  occupé  par  le facteur  inhibiteur  SpA.  Ainsi,  il  existe  une 

compétition avec Sp1 pour la fixation au niveau de cette région génomique (Kovarik et al., 

1996). 

 

Des études sur la lignée cancéreuse mammaire humaine T47D ont révélé la présence 

d’un site de fixation pour les facteurs de transcription de la famille STAT, environ 500 pb en 

amont du site d’initiation de la transcription (Gaemers et al., 2001). Quatre autres sites STAT 

proximaux en -90, -75, -55 et -35, proches de la boîte TATA et des GC-boxes, sont présents 

dans le promoteur de MUC1. Enfin, dans les glandes mammaires saines, il a été caractérisé 

une région importante pour la régulation de la transcription de MUC1. Cette région se situe 

entre  -589  et  -495  et  contient  des  sites pour  les  facteurs  de  transcription  NF-κB  et  STAT-1 

respectivement  en  -589/-580  et -503/-495.  Les  deux  facteurs  NF-κB  p65  et  STAT-1α 

interviendraient  en  synergie  après  stimulation  des  cellules  par  l’interféron γ  (IFN-γ)  et  le 

Tumor Necrosis Factor α (TNF-α) (Lagow et al., 2002). 

 

Des  sites  putatifs  de  fixation  de  facteurs de  transcription  de la  famille  GATA  sont 

également retrouvés dans le promoteur de MUC1 : un site de fixation pour GATA-1, un pour 

GATA-3  et  4  sites GATA  like. Une  étude  a  identifié  une  régulation via  le  facteur  de 

transcription GATA-3. Ces travaux ont mis en évidence la fixation de GATA-3 sur son site 

putatif  de  fixation  au  sein  du  promoteur  de MUC1  et  une  diminution  de la  transcription  de 

MUC1  par  inhibition  de  GATA-3  dans  la  lignée  cancéreuse  mammaire  humaine  MCF-7 

(Abba et al., 2006).  

 

Deux sites de fixation pour le facteur induit par l’hypoxie, HIF-1 α, sont présents en  

-1488/-1485 et -1510/-1507 du promoteur de MUC1 et régulent l’expression de cette mucine 

dans les carcinomes rénaux à cellules claires.(Aubert et al., 2009). 
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Le  clonage  d’un  fragment  de  2,5  kb  comprenant  un  morceau  de  la  région  5’  du 

promoteur du gène Muc1 de Hamster a permis de mettre en évidence la présence d’un site de 

fixation pour le facteur de transcription Yin Yang 1 (YY1) au sein de la région -1652/-1614 

(Lee et al., 2003). Ce site qui permettrait une régulation négative de la transcription de Muc1 

est également présent au sein du gène MUC1 humain (Zaretsky et al., 1999). 

 

Des régions appelées Mucin Purin pyrimidine Mirror Repeat (MPMR) retrouvées en 

 641/-615, -253/-237 et -133/-102 du promoteur de MUC1 sont riches en purines sur l’un des 

brins  et  en  pyrimidines  sur  l’opposé.  Ces  séquences  particulières  permettent  la  formation 

d’une  hélice  d’ADN  qui  pourrait  être  impliquée  dans  la  régulation  de  la  transcription  de 

MUC1 (Hollingsworth et al., 1994). En effet, malgré les résultats de Pahwa et collaborateurs, 

qui montrent que la MPMR-3 n’influence pas la transcription de MUC1 (Pahwa et al., 1996), 

une étude ultérieure a corrélé la structure de la région MPMR-2 au taux de transcription de 

MUC1 dans différents modèles cellulaires cancéreux (Shiraga et al., 2002). 

 

3.2.1.3 Le patron d’expression 

 

Chez l’Homme, MUC1 est aussi exprimée dans de nombreux tissus épithéliaux. C’est 

notamment le cas de l’épithélium cilié et des glandes séreuses des bronches, des acini et des 

canaux  intralobulaires  des  glandes  mammaires,  de  l’endomètre  utérin  ou  encore  de 

l’épithélium  glandulaire  de  la  prostate  (Ho et  al.,  1993).  Dans  le  système  digestif,  son 

expression est observée dans les glandes salivaires, au niveau de l’épithélium de l’œsophage, 

de l’estomac et du pancréas (Ho et al., 1993). Enfin, MUC1 est également exprimée par des 

cellules non épithéliales telles que les lymphocyte B ou T (Treon et al., 1999, Agrawal et al., 

1998). 

 
3.2.1.4 La structure 

 

La  mucine  MUC1  est  également  appelée polymorphic  epithelial  mucin  (PEM), 

épisialine,  DUPAN-2,  DF3, human  milk  fat  globule  (HMFG), epithelial  membrane  antigen 

(EMA) ou encore CD227. Sa taille varie entre 250 à 500 nm (Figure 9). Contrairement aux 

autres mucines transmembranaires, MUC1 est une évolution de la mucine sécrétée MUC5B. 

C’est un hétérodimère composé de deux sous-unités. Lors de sa biosynthèse, MUC1 est sous 

forme  monomérique  puis,  lors  de  son  passage  dans  le  réticulum  endoplasmique,  un  clivage 
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Figure 9 : Structure de la mucine membranaire MUC1. MUC1 est composée de deux sous-

unités.  La  sous-unité  extracellulaire α  composée  par  le  peptide  signal  et  les  répétitions  en 

tandem,  portant  les O-glycannes,  et  du  domaine  SEA  dans  lequel  se  situe  le  site  de  clivage 

peptidique.  La  sous-unité β  est  composée  d’un  court  domaine extracellulaire,  d’un  domaine 

transmembranaire et d’une queue cytoplasmique portant plusieurs résidus tyrosine. 
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amène la formation de l’hétérodimère composé des sous-unités alpha et beta liées de manière 

non  covalente  (Ligtenberg et  al.,  1992).  Le  site  de clivage  se  trouve  dans  le  domaine  SEA 

extracellulaire (Sea urchin sperm protein, Enterokinase and Agrin) au niveau de la séquence 

FRPG|SVVV (Macao et al., 2006). Ce site est le seul domaine d’homologie de MUC1 avec 

les autres membres de la classe des mucines membranaires (Duraisamy et al., 2007). MUC1 

est libérée dans le milieu extracellulaire après son clivage par la métalloprotéase ADAM17 

(Figure  19  voie  5)  (Thathiah et  al.,  2003).  MUC1  a  été  aussi retrouvée  dans  le  milieu 

extracellulaire  et  semble  pouvoir  emprunter une  voie  exosomiale.  En  effet,  MUC1  est 

observée  dans  les  exosomes  de  cellules  cancéreuses  épithéliales  mammaires.  Staubach  et 

collaborateurs  suggèrent  que  les  exosomes contenant  MUC1  seraient  issus  de  zones 

membranaires  particulières  des  cellules  mammaires,  les  rafts  MUC1+.  L’étude  de  la 

composition protéique de ces rafts et des exosomes ont montré une similitude partielle mettant 

en évidence un lien entre ces deux structures (Staubach et al., 2009). 

 

La  longue sous-unité  alpha  de  MUC1,  N-terminale,  est extracellulaire.  Elle 

comprend  le  peptide  signal,  composé  de  20  a.a.  environ,  qui  permet  d’adresser  MUC1  à  la 

membrane.  Cette  sous-unité  comporte  également  des  répétitions  en  tandem  constituées  par 

une séquence de 20 a.a. (AHGVTSAPDTRPAPGSTAPP). Le nombre d’unité de répétition 

dépend  de  l’allèle  et  de  l’individu,  ce  sont  les  VNTR.  Les  TR  comportent  énormément  de 

résidus  sérine  et  thréonine  qui peuvent  être  le  support  de  motifs O-glycosylés.  La  masse 

moléculaire  de  l’apomucine  MUC1  varie  entre 120  et  300  kDa.  La  glycosyltation  entraîne 

ensuite jusqu’à un doublement de la masse de la mucine en fonction du type cellulaire. MUC1 

ne  présente  pas  le  domaine de  type  EGF  commun  aux  autres  membres  de  la  classe  des 

mucines membranaires.  

 

La sous-unité beta, C-terminale, est composée d’un court domaine extracellulaire 

de  58  a.a.,  d’un  court  domaine  transmembranaire de  31  a.a.  et  d’une queue 

cytoplasmique de 69 a.a. (MUC1CT) (Figure 10). On note la présence de 5 sites putatifs de 

N-glycosylation au niveau du domaine  SEA  et  de  quelques  sites  de O-glycosylation dans la 

partie juxtamembranaire extracellulaire. Cette sous-unité mesure environ 14 kDa avant que la 

glycosylation des différents sites ne la fasse passer à environ 25 kDa. MUC1CT possède des 

motifs  juxtamembranaires  RRK  et CQC  qui  permettent  sa localisation  nucléaire via  la 

Nucleoporin  p62 (Nup62).  Ces  motifs  sont  indispensables  à  son  oligomérisation  et  à  son 

interaction  avec  Nup62  (Li et  al.,  2003,  Leng et  al.,  2007).  Le  motif  CQC  est  également 



 

 

 

 

 

Figure 10 : Séquence en acides aminés et sites d’interaction de MUC1CT. Les partenaires 

de MUC1CT écrits en rouge sont dotés d’une activité kinase contrairement à ceux écrits en 

bleu. Les 7 résidus tyrosines de MUC1CT sont schématisés en rouge. 
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impliqué dans la rétention membranaire de MUC1 après palmitoylation de chacun de ces trois 

résidus  (Kinlough et  al.,  2006).  MUC1CT  compte  également  sept  résidus  tyrosine 

phosphorylables,  dont  ceux  des  motifs YHPM  et YTNP  impliqués  dans la  régulation  de 

l’endocytose  de  MUC1  (Kinlough et  al.,  2004),  ainsi  que  de nombreux  domaines 

d’interactions avec des protéines impliquées dans différentes voies de signalisation (Singh et 

al., 2008). Six parmi les sept résidus phosphorylables sont conservés entre espèces, ce qui met 

en  avant  l’importance  de  ces  résidus.  Le deuxième  résidu  tyrosine  est  la  cible  de 

phosphorylation  par  la  protéine  kinase  ZAP-70  alors  que  le  sixième  résidu  peut  être 

phosphorylée  par  c-Src,  Lck,  ou  encore  en  réponse  à  l’activation  de  certains  récepteurs 

membranaires tels que le Fibroblast Growth Factor Receptor 3 (FGFR-3) (Ren et al., 2006), 

le Platelet-Derived Growth Factor Receptor (PDGFR) (Singh et al., 2007) ou les récepteurs 

de la famille ErbB (Schroeder et al., 2001). Une fois phosphorylé, ce résidu devient alors un 

site  d’ancrage  pour  des  protéines  au  domaine Src  homology  2  (SH2)  (Li et  al.,  2001).  La 

Protein  Kinase  C δ  (PKCδ)  et  la Glycogen  Synthase  Kinase  3β  (GSK-3β)  sont  également 

capables  de  phosphoryler  respectivement  la  queue  cytoplasmique  de  MUC1  sur  les  résidus 

thréonine et sérine du motif TDRSPYEKV localisé en amont du sixième résidu tyrosine. Ces 

phosphorylations vont favoriser, dans le cas de la PKCδ, ou inhiber, dans le cas de GSK-3β, 

l’interaction de la β-caténine avec MUC1 qui implique la séquence SAGNGGSSLS en aval 

du motif phosphorylé. La protéine HSP-90 est également capable d’interagir avec la région C-

terminale  de  MUC1CT  après  phosphorylation du  sixième  résidu  tyrosine.  MUC1CT  peut 

aussi interagir via sa partie N-terminale avec le récepteur à l’œstradiol, ERα, via son domaine 

de fixation à l’ADN (Wei et al., 2006), la protéine Bcr (Kawano et al., 2007) ou encore la IκB 

kinase β (IKKβ). (Ahmad et al., 2007). Un second membre de la famille, IKKγ est capable, 

quant à lui, d’interagir avec la partie N-terminale de MUC1CT (Ahmad et al., 2007). 

 

3.2.1.5 Le rôle de MUC1 

 

MUC1 joue un rôle au niveau des épithélia en favorisant d’une part son hydratation et 

sa lubrification grâce au pouvoir hydrophile apporté par la riche glycosylation extracellulaire. 

D’autre  part,  MUC1  joue  un  rôle  dans  la  protection  épithéliale  vis-à-vis  de  différents  types 

d’agression  tel  que  les  pathogènes  en formant  une  barrière  physique  (Knowles et  al.,  2002, 

Gendler, 2001). En effet, Sheehan et collaborateurs ont mis en évidence que l’encombrement 

stérique provoqué par MUC1 et MUC4 participe à l’immunité innée au niveau de l’épithélium 

pulmonaire en empêchant le passage de petits corps dans l’espace interciliaire et intervillaire 
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(Sheehan et al., 2006). De plus, la forte charge négative que représente la glycosylation des 

mucines favorise la répulsion de différents corps comme c’est le cas dans la défense des voies 

pulmonaires.  MUC1  est  également  exprimée  au  niveau  de  l’utérus  où  elle  participe  à  la 

défense  de  l’épithélium  utérin  vis-à-vis de  la  flore  bactérienne  normale  (DeSouza et  al., 

1999).  L’implantation  utérine  du  blastocyste  issu  de  la  fécondation  semble  être  également 

régulée  par  la  présence  de  MUC1,  une  diminution  de  l’expression  de  cette  mucine  étant 

observée au site d’implantation du blastocyste (Brayman et al., 2004).  

 

En fonction de son environnement, MUC1 peut présenter des propriétés antiadhésives 

ou pro-adhésives. Dans certains cas, l’encombrement stérique généré par les longues chaînes 

glycanniques  peut  empêcher  les  interactions  intercellulaires  (Wesseling et  al.,  1996).  Dans 

d’autres  cas,  la  structure  tridimensionnelle  générée  par  les répétitions  en  tandem  peut  être 

reconnue  par  des  molécules  de surface  cellulaire  tel  qu’ICAM-1 et  favoriser  l’adhésion  de 

cellules entre elles (Regimbald et al., 1996). 

 

3.2.1.6 La glycosylation de MUC1 

 

Il  existe  5  sites  de N-glycosylation  au  niveau  de  la  région  extracellulaire 

juxtamembranaire  et  5  a.a. O-glycosylables  par  répétition  en  tandem 

(AHGVTSAPDTRPAPGSTAPP).  La N-glycosylation  débute  dans  le  réticulum 

endoplasmique,  RE,  alors  que  l’initiation  et  l’élongation  des  motifs O-glycosylés  débutent 

dans  le cis-  et trans-Golgi  (Hilkens et  al.,  1988).  La  glycosylation  terminale  se  déroule 

également  dans  le trans-Golgi.  Litvinov  et  collaborateurs  ont  proposé  que  MUC1  soit  en 

premier  lieu  adressée  à  la  membrane  cellulaire  sous  une  forme  incomplète  sur  le  plan  de  la 

glycosylation  puis  que  la  glycosylation  terminale  par  sialylation  de  MUC1  se  produise  lors 

d’étapes successives d’endocytose et de recyclage (Litvinov et al., 1993). Ainsi, il existerait 

un pool de MUC1 mature et immature à la membrane cellulaire. 

 

Quelques  études  sur  la  glycosylation  de  MUC1  ont  été  publiées.  Les O-glycannes 

peuvent  appartenir  à  quatre cores  différents  sur  lesquels  sont  ajoutés  des  chaînes 

polylactosaminiques, plus ou moins longues, terminées par des motifs sialylés et/ou fucosylés. 

La  nature  des  noyaux  et  leur  longueur varient  en  fonction  du  tissu  (Hanisch et  al.,  1999, 

Bhavanandan et al., 1998). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Figure  11 : Expression  de  MUC1  durant  la  carcinogenèse  pancréatique.  MUC1  est 

exprimée  au  pôle  apical  des  cellules  canalaires  pancréatiques.  Durant  la  carcinogenèse 

pancréatique, MUC1 est surexprimée et cela est observé dès les stades précoces de PanIN-1A. 
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3.2.2 MUC1 et le cancer 

 

Dans le cancer, de nombreuses altérations touchant MUC1 sont observées. 

 

3.2.2.1 L’expression de MUC1 

 

MUC1  est  surexprimée  dans  de  nombreux  cancers.  C’est  par  exemple  le  cas  de 

l’adénocarcinome  pulmonaire  (Awaya et  al.,  2004),  de  l’adénocarcinome  de  l’ampoule  de 

Vater (Van Heek et al., 2004), du cholangiocarcinome intra-hépatique (Aishima et al., 2006), 

du PDAC (Figure 11) (Kim et al., 2002) et des carcinomes du sein (Gendler, 2001). Dans ce 

dernier cas, l’expression de MUC1 augmente au fur et à mesure de la progression tumorale et 

est synonyme de mauvais pronostic (Baldus et al., 2005). 

 

La surexpression de MUC1 dans ces différents cancers peut en partie être expliquée 

par l’instabilité chromosomique de la région q21-24 du chromosome 1 (Merlo et al., 1989) et 

également  par  l’existence d’une  boucle  d’autoinduction de  la  transcription  de MUC1 

impliquant les facteurs STAT1/3 lors de réponses inflammatoires dans les cancers (Ahmad et 

al., 2011). Récemment, plusieurs études sur les miARN (Rajabi et al., 2010, Sachdeva et al., 

2010, Jin et al., 2010) ont révélé que l’ARN messager de MUC1 est la cible des miR-125b, 

miR-145  et  miR-1226  et  que  ce  ciblage  entraîne  une  diminution de  l’expression  de  MUC1. 

L’expression  de  miR-125b  et miR-145  sont  diminuées  dans  les  cellules  cancéreuses 

mammaires et pourraient ainsi favoriser la surexpression de MUC1.  

 

3.2.2.2 Le rôle de MUC1 dans la polarité cellulaire 

 

Certaines mucines sont capables d’interagir et d’activer les différents membres de la 

famille de récepteur tyrosine kinase ErbB dont ErbB2. C’est notamment le cas de MUC1 dont 

l’interaction  est  renforcée  en  présence  d’Heregulin  (Li et  al.,  2003). Les  jonctions  serrées 

qui  empêchent  la  diffusion  des  protéines  entre  les  deux  pôles  membranaires  sont  formées 

grâce à un complexe protéique composé de Partitioning defective 3 homolog 3 et 6 (PAR3 et 

PAR6) et de la protéine kinase C atypique (aPKC) (Figure 12). Le récepteur ErbB2, une fois 

activé après interaction avec MUC1, est capable d’interagir avec les protéines PAR6 et aPKC 

et d’empêcher leur interaction avec PAR3, ceci débouchant sur une perte des jonctions serrées 

(Aranda et al., 2006).  
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Figure 12 : Rôle de MUC1 dans les jonctions serrées. Les jonctions serrées sont formées par 

un complexe multiprotéique comportant PAR3, PAR6 et aPKC. Lorsque le récepteur ERbB2 

est activé, notamment après interaction avec MUC1, la formation de ce complexe est inhibée 

après séquestration de PAR6 et de l’aPKC par ERbB2. D’après Kufe, 2009. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure  13 : Rôle  de  MUC1  dans  les  jonctions  adhérentes.  Les  jonctions  adhérentes  sont 

composées des E-cadhérines qui interagissent avec les caténines. La β-caténine faisant le lien 

entre  l’E-cadhérine  et  l’α-caténine  qui  interagit  avec  le  cytosquelette.  La β-caténine  est 

séquestrée  par  MUC1  lorsque  cette  dernière  est  phosphorylée, comme  après  son  interaction 

avec  un  récepteur  tyrosine  kinase.  Le  complexe  peut  ensuite  être  transloqué  au  noyau  pour 

induire l’expression de gènes cibles. D’après Kufe, 2009. 
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Les jonctions adhérentes permettent le maintien de la morphologie épithéliale. Elles 

sont  constituées  de  complexes  de  cadhérines  qui  assurent  les  interactions  intercellulaires. 

Dans les cellules épithéliales, la E-cadhérine interagit sur le cytosquelette par l’intermédiaire 

de différents membres de la famille des caténines (Pokutta et al., 2007) (Figure 13). En effet, 

la β-caténine, liée à l’E-cadhérine, effectue le lien entre cette dernière et l’α-caténine qui est 

liée  au  cytosquelette  d’actine.  Ainsi,  il  existe  un  réseau  d’actine,  régulé  par  les  complexes 

cadhérine-caténines, dans les différentes cellules épithéliales qui permettent l’interaction entre 

les cellules adjacentes et donc la formation de l’épithélium. Des études ont mis en évidence 

que  MUC1  est  capable  d’interagir  avec  la β-caténine via  son  domaine SAGNGGSSLS 

(Yamamoto et  al.,  1997).  Ainsi,  la  surexpression  de  MUC1  entraîne  la  séquestration  de  la 

β-caténine  et  empêche  la  formation  des  complexes  cadhérine-caténines  nécessaires  à  la 

formation des jonctions adhérentes.  

 

3.2.2.3 MUC1 et les voies de signalisation 

 

La perte de polarité cellulaire observée dans le cancer permet l’interaction de MUC1 

avec  de  nombreux  partenaires  en  particulier  des  récepteurs  tyrosine  kinase  tels  que  les 

récepteurs de la famille ErbB : EGFR, ErbB2, ErbB3 et ErbB4 (Schroeder et al., 2001, Li et 

al.,  2003).  Il  a  été  montré  que  l’interaction  MUC1-EGFR  peut  être  favorisée  par  la 

Galectine-3  (Ramasamy et  al.,  2007).  D’un  autre  côté,  l’activation  de  l’Heregulin  favorise 

l’interaction  de  MUC1  avec  le  récepteur  ErbB2  (Schroeder et  al.,  2001).  Ces  interactions, 

ainsi que celles observées avec le récepteur FGFR3 (Ren et al., 2006), l’Hepatocyte Growth 

Factor Receptor (HGFR) (Singh et al., 2008) ou le PDGFR (Singh et al., 2007) entraînent la 

phosphorylation  de  MUC1CT  sur  les  sites  précédemment  cités  (Figure  10, cf  paragraphe 

3.3.1.4)  (Li et  al.,  2001,  Singh et  al.,  2008,  Ren et  al.,  2006,  Li et  al.,  2003,  Singh et  al., 

2007). De nombreuses voies de signalisation peuvent être modulées par MUC1 : 

 

La  voie  RAS/RAF/MEK/ERK  est  impliquée  dans  la  prolifération  cellulaire. 

(Meerzaman et al., 2001, Schroeder et al., 2001, Horn et al., 2009, Yao et al., 2011). Lorsque 

le motif YTNP de MUC1CT est phosphorylé, la fixation de la protéine GRB2, possédant un 

domaine SH2, permet de faire le lien entre MUC1 et RAS via le recrutement de la protéine 

Son Of Sevenless (SOS) (Pandey et al., 1995) (Figure 14). 

 



 

 

 

 

 

Figure 14 : MUC1 et la voie RAS. Lorsque MUC1 est phosphorylée sur le résidu tyrosine du 

motif  YTNP,  comme  c’est  le  cas  lorsqu’elle  interagit  avec  un  récepteur  tyrosine  kinase,  la 

protéine  adaptatrice  Grb2 est  capable  de  s’y  fixer via  son  domaine  SH2.  Cette  dernière  est 

capable de permettre l’activation de la voie RAS après recrutement de la protéine Sos. 
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La voie PI3K/AKT est une voie connue pour son rôle dans la survie, la prolifération 

cellulaire,  le  métabolisme  des  cellules  cancéreuses  et  dans  la  sécrétion  de  facteurs  pro-

angiogéniques (Liu et al., 2009, Engelman et al., 2009, Kosugi et al., 2011, Woo et al., 2012). 

La  génération  de  phosphatidylinositol  par  la  protéine  PI3K  p110  permet  le  recrutement  et 

l’activation en aval d’effecteurs, dont AKT, jouant des rôles assez divers (Liu et al., 2009). La 

fixation de la sous-unité inhibitrice PI3K p85, possédant un domaine SH2, sur le motif YHPM 

de MUC1CT phosphorylé, permet la levée de l’inhibition de cette sous-unité sur la sous-unité 

PI3K p110 (Kato et al., 2007) (Figure 15). 

 

La  voie  Wnt  joue  un  rôle  dans  la prolifération,  l’adhésion, la  différenciation  et  la 

motilité cellulaires (MacDonald et al., 2009). Cette voie est dépendante de la quantité et de la 

distribution intracellulaire de la β-caténine. Le pool cytoplasmique de β-caténine est contrôlée 

par  la  formation  d’un  complexe  avec  les  protéines Adenomatous  Polyposis  Coli (APC)  et 

GSK-3β.  La  phosphorylation  de  la β-caténine  par  la  GSK-3β  permet  sa  dégradation via  le 

protéasome.  L’activation  de  la  voie  Wnt  permet  l’inhibition  de  la  GSK-3β,  l’accumulation 

cytoplasmique  de  la β-caténine  puis  la  formation  d’un  complexe β-caténine/T  Cell 

factor/Leukocyte enhancing factor 1 (LEF1) et enfin la transcription des gènes régulés par ce 

complexe de facteurs de transcription. 

 

Dans  un  premier  temps,  des  études  ont  montré  que  MUC1CT  peut  être  phosphorylé 

par la GSK-3β (Figure 10) et que cette modification post-traductionnelle augmente la stabilité 

de la β-caténine qui n’est plus phosphorylée (Li et al., 1998). Parallèlement à ce mécanisme, 

est observée une augmentation de la quantité de complexe E-cadhérine/β-caténine. De même, 

les phosphorylations de MUC1CT par l’EGFR ou Src sur le motif YEKV ou par la PKCδ sur 

le  motif  TDR  (Figure  10)  augmentent  l’interaction  de  MUC1CT,  au  motif  SXXXXXSSL, 

avec la β-caténine et sa stabilité (Li et al., 2001, Ren et al., 2002). Dans un second temps, le 

complexe β-caténine/MUC1  a  été  observé  dans  les  noyaux  de  cellules  cancéreuses 

pancréatiques humaines transfectées par MUC1 (Wen et al., 2003). Un rôle de coactivateur de 

transcription  dans  le  noyau  a  ainsi  été  suggéré  pour  MUC1  qui  est  capable,  après  sa 

phosphorylation  par  l’EGFR  ou  Src,  de  moduler la  transcription  des  gènes  régulés  par  le 

complexe β-caténine/TCF (Li et al., 2011, Huang et al., 2003). Plus précisément, des études 

récentes  sur  le  promoteur  de  la  Cycline  D1  ont  démontré  que,  dans  un  premier  temps, 

MUC1CT  s’associe  au  facteur  de  transcription  TCF4/TCF7L2  et  que  cette  interaction 

empêche l’effet de facteur represseur de la transcription et, dans un second temps, que MUC1 
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Figure 15 : MUC1 et la voie PI3K/AKT. (A) MUC1CT non phosphorylée, voie PI3K/AKT 

non active : la sous-unité p85 PI3K inhibe la production de PI3P par la sous-unité p110 PI3K, 

AKT  n’est  donc  pas  recrutée  à  la  membrane.  (B)  MUC1CT  phosphorylée,  voie  PI3K/AKT 

active :  la  sous-unité  p85  PI3K  est  séquestrée par  MUC1  en  interagissant  avec  le  résidu 

tyrosine  phosphorylé.  L’inhibition  de  la  sous-unité  p110  PI3K  est  ainsi  levée  et  AKT  est 

recrutée à la membrane, la voie PI3K/AKT est alors active. 
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permet le recrutement de la β-caténine et d’autres coactivateurs de la transcription (Rajabi et 

al., 2012). 

 

Enfin,  la  mutation  du  domaine  de  fixation  de  la β-caténine  sur  MUC1CT  diminue 

fortement le pouvoir tumorigène ainsi que la croissance sans ancrage de cellules cancéreuses 

mammaires  mettant  en  évidence  l’importance  de  l’interaction  MUC1/β-caténine  dans  le 

cancer (Huang et al., 2005). 

 

Les voies STAT1/STAT3 sont impliquées dans le cancer via la réponse inflammatoire 

(Yu et  al.,  2009).  Ces  deux  facteurs  de  transcription  sont  activés  dans  beaucoup  de 

carcinomes tels que les mélanomes (Yu et al., 2004, Yu et al., 2009) respectivement par les 

interférons  et  les  interleukines-6,  -10  et  -22.  Des  études  sur le  cancer  du  sein  ont  mis  en 

évidence  que  MUC1CT  et  STAT1  interagissent  de  manière  constitutive via  le  domaine  de 

fixation à l’ADN de ce dernier (Khodarev et al., 2010). Le complexe STAT1/MUC1 active la 

transcription  de  certains  gènes  dont  celle  de MUC1.  En  effet,  il  existe  un STAT-responsive 

element  dans  le  promoteur  de  MUC1  qui  permet  notamment  la  surexpression  de  MUC1 

observée  dans  plusieurs  cancers  (Gaemers et  al.,  2001).  Le  facteur  de  transcription  STAT3 

interagit  également  avec  MUC1CT via  son  domaine  de  fixation à  l’ADN.  Ce  complexe  est 

retrouvé au niveau des promoteurs des gènes cibles de STAT3 mais également au niveau du 

promoteur  de MUC1,  tout  comme  le  complexe  MUC1/STAT1  (Ahmad et  al.,  2011).  La 

néoexpression de MUC1 après fixation de STAT1 et -3 sur son promoteur est impliquée dans 

le phénotype invasif de cellules de nasopharynx infectées par le virus Epstein-Barr (Kondo et 

al., 2007). La coexpression de ces deux protéines est associée à une diminution de la survie 

des patients atteints de tumeurs primaires mammaires (Figure 16). 

 

La  voie  NFκB  est  impliquée  dans  la  réponse  inflammatoire  mais  également  dans  la 

tumorigenèse  en  induisant  la  survie  et  la  prolifération cellulaires  (Hayden et  al.,  2008). 

L’utilisation de MUC1CT muté pour ses résidus tyrosine dans un modèle mammaire a mis en 

évidence  que  MUC1CT  favorise  la  localisation  nucléaire  de  NFκB  p65  et  sa  propre 

transcription  en  plus  des  gènes  cibles  de  NFκB  p65  (Thompson et  al.,  2006).  Dans  les 

modèles  cancéreux,  il  semble  que  MUC1CT  interagisse  de  manière constitutive  avec  les 

kinases  responsables  de  la  dégradation  des  facteurs  inhibiteurs  du  NFκB  contrairement  au 

tissu sain où l’interaction est stimulée par le TNFα (Ahmad et al., 2007, Lagow et al., 2002) 

(Figure 16). 



 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : MUC1 et les voies STAT1/3 et NFκB. En condition inflammatoire, des cytokines 

sont libérées par les cellules immunitaires effectrices et permettent l’activation de facteurs de 

transcription.  STAT1,  STAT3  et  NFκB  ainsi  activés  vont  permettre  l’expression  de  gènes 

cibles  dont  ceux  de  certaines  mucines  (MUC1,  MUC4  et  MUC2).  La  surexpression  des 

mucines va alors permettre la modulation de voies oncogéniques. D’après Kufe, 2009. 
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La  voie  ERα,  dans  des  cellules  cancéreuses  mammaires  exprimant  le  récepteur  aux 

œstrogènes α (ERα), est modulée par MUC1. En effet, l’interaction d’ERα, via son domaine 

de  fixation  à  l’ADN,  avec  MUC1CT,  après  stimulation  à  l’œstradiol,  diminue 

l’ubiquitinylation  et  la  dégradation  du  récepteur.  De  plus,  le complexe  est  retrouvé  fixé  au 

promoteur  des  différents  gènes  cibles  d’ERα  dont  celui  de MUC1  (Zaretsky et  al.,  2006). 

Ainsi, MUC1 favorise la croissance et la survie des cellules tumorales mammaires (Wei et al., 

2006). 

 

3.2.2.4 MUC1 et les interactions intercellulaires 

 

Outre  son  rôle  sur  la  voie  Wnt  qui  module  l’adhésion  cellulaire,  MUC1, via  son 

domaine  extracellulaire,  module  les  interactions  intercellulaires.  La  Galectine-3  lorsqu’elle 

interagit  avec  MUC1  permet  de  favoriser  la  formation  d’agrégats  homotypiques  de  cellules 

coliques favorisant leur survie (Zhao et al., 2010). De même, l’interaction de la Galectine-3 

avec  MUC1  favorise  la  formation  de  clusters  de  MUC1  permettant  le  démasquage  de 

protéines  d’adhésion  tel  que  la  E-sélectine  sur  les  cellules  mammaires  humaines  HCA1.7+ 

(Yu et al., 2007). 

 

3.2.2.5 La glycosylation de MUC1 dans le cancer 

 

Dans  les  cellules  cancéreuses,  une  glycosylation  aberrante  est  observée.  Elle  est 

caractérisée  par  un  raccourcissement  des  chaînes  glycanniques  ou  par  la  néo-expression  de 

certains motifs glycaniques portés par les protéines, en raison notamment de la modification 

du profil d’expression des glycosyltransférases. Ces anomalies de glycosylation ont été mises 

en évidence dans le cancer mammaire (Lloyd et al., 1996). La reconnaissance des nouveaux 

motifs glycosylés portés par MUC1, notamment par des lectines, peut moduler les propriétés 

d’adhésion  des  cellules  cancéreuses.  C’est  le  cas  de  l’antigène  Thomsen-Friedenreich  porté 

par  MUC1  reconnu  par  la  Galectine-3  qui  favorise  l’adhésion  des  cellules  cancéreuses  de 

mélanomes sur les cellules endothéliales (Zhao et al., 2010). 
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3.2.3 Les  anomalies  d’expression  et  de localisation  de  MUC1  dans  le 

PDAC 

 

Dans  le  PDAC, MUC1  est  surexprimée  et  présente  une  distribution  cellulaire 

altérée au niveau de l’ensemble de la surface cellulaire et dans le cytoplasme des cellules 

tumorales  pancréatiques.  Dans  les  cellules  épithéliales  normales,  sa  distribution  cellulaire 

est  strictement  apicale.  Lors  d’études  histologiques,  ces  anomalies  de  distribution  cellulaire 

représentent un argument en faveur de la malignité (Monges et al., 1999). Ces anomalies 

de localisation sont aussi susceptibles de favoriser les interactions entre MUC1 et différents 

récepteurs et ainsi d’activer de multiples voies de signalisation. 

 

Les galectines sont susceptibles d’interagir avec les motifs glycanniques de MUC1 et 

ainsi  de  moduler  les  propriétés de  MUC1.  Ainsi,  des  travaux  ont  montré  le  rôle  de  la 

Galectine-3 dans l’interaction MUC1/EGFR. 

 

 

4. Les galectines 

 
Les  galectines  constituent  une  famille  de  lectines  très  conservée  durant  l’évolution 

ayant  une  forte  affinité  pour  les  motifs β-galactosyls,  notamment  les  résidus N-acétyl-

lactosaminiques  présents  à  la  fois  sur  les N-  et O-glycannes  (Barondes et  al.,  1994).  La 

reconnaissance de ces motifs par les galectines se fait au niveau C-terminal de la protéine par 

une  séquence  peptidique  particulière  d’environ  130  a.a.  appelée  domaine  de  reconnaissance 

des carbohydrates (CRD). Le polymorphisme des CRD des différentes galectines va permettre 

l’établissement d’une certaine spécificité vis-à-vis des différents glycoconjugués (Hirabayashi 

et al., 2002).  

 

En 1993, Hirabayashi et Kazai proposent un regroupement des galectines en 3 classes 

par rapport à leur organisation structurale ne reflétant pas dans tous les cas une homologie de 

séquence peptidique (Tableau 1) :  

 

-  La  classe  des  galectines  contenant  un  CRD  comporte  les  Galectines-1 

(Hirabayashi et al., 1988), -2 (Gitt et al., 1986), -5 (Gitt et al., 1995), -7 (Madsen et al., 1995), 

-10, -11, -13, -14 et -15. Ces galectines forment des homodimères et des hétérodimères dont 



 

 

 

 

 

Tableau 1 : Les trois classes de galectines 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Type Structure Galectines

Deux CRD

1, 2, 5, 7, 10, 
11, 13, 14

4, 6, 8, 9, 12

3

Un CRD
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les deux sous-unités sont liées de manière non convalente. Cette particularité permet une plus 

grande variété d’interactions entre les glycoconjugués et la famille des galectines. 

 

- La classe des galectines à deux CRD comporte les Galectines-4, -8 (Hadari et al., 

1995),  -9  (Tureci et  al., 1997)  et  -12  (Yang et  al.,  2001).  Ces  galectines  contiennent  deux 

CRD  bien  distincts  reliés  par une  courte  séquence  peptidique de  70  a.a..  La  présence  de 

plusieurs CRD permettrait notamment à la Galectine-4 d’être impliquée dans des phénomènes 

de pontage moléculaire entre différents glycoconjugués (Stechly et al., 2009). 

 

- La classe de la Galectine-3 qui possède un CRD ainsi que des répétitions en tandem 

riches  en  résidus  proline  et  glycine  dans  sa  région  N-terminale  permettant  son 

homodimérisation. De plus, la Galectine-3 peut former in vitro des pentamères en présence de 

ligands bivalents (Ahmad et al., 2004). 

 

Selon  le  type  de  galectine,  l’affinité  des galectines  pour  leurs  substrats  glycanniques 

varie.  Comme  énoncé  précédemment,  de  manière générale,  les  galectines  reconnaissent  des 

motifs β-galactosyls,  cependant  la  grande  taille  du  CRD  permet  d’accueillir  des  motifs 

saccharidiques  adjacents  qui  peuvent  entraîner  une  diminution  ou  une  augmentation  de 

l’affinité en fonction de la nature des saccharides. De plus, la bivalence ou la multivalence des 

galectines  résultant  de  la présence  d’un  ou  plusieurs  CRD  par  galectine  ou  de  la  capacité 

d’hétéro/homodimerisation des galectines va également moduler leurs affinités. 

 

4.1 La Galectine-3 

 

4.1.1 LGALS3 

 

La Galectine-3 est codée par le gène LGALS3 localisé sur le chromosome 14 au locus 

q21-22 (Figure 17). Ce gène, qui mesure environ 17 kb chez l’Homme, est composé de six 

exons et cinq introns. L’intégralité de la séquence 5’ non traduite de l’ARNm est codée par les 

exons I et II. La partie N-terminale de la protéine qui contient les tandem repeats est codée 

par les exons II et III. Plus précisément, les six premiers a.a. de la protéine dont la méthionine 

sont  codés  par  la  fin  de  l’exon II,  alors  que  le  reste  de  la  partie  N-terminale  est  codé  par 

l’exon III. Chez l’Homme, la partie C-terminale qui contient le CRD est intégralement codée 

par l’exon V, alors que chez la souris il est contenu dans les exons IV, V et VI du gène. Il 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure  17 : LGALS3. Le  gène LGALS3  est  localisé  sur  le  chromosome  14  en  q21-22.  Il  est 

composé  de  6  exons  et  de  5  introns  (In1-5). L’exon  1  et  la  majeure  partie  de  l’exon  2 

correspondent  au  5’  non  traduit  de  l’ARNm.  Enfin  l’exon  3 et  l’exon  5,  chez  l’Homme, 

correspondent respectivement aux répétitions en tandem (TR) et au CRD. 
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existe deux sites d’initiation de la transcription « 1a » et « 1b » situés respectivement 52 et 51 

nucléotides en amont de la limite entre l’exon 1 non traduit et l’intron 1. 

 

4.1.2 La régulation de la transcription de LGALS3 

 

La  régulation  de  la  transcription  du  gène  est  peu  connue.  Cependant,  on  retrouve  de 

nombreux  sites  de  fixation  pour  des  facteurs de  transcription  dans  le  promoteur  de 

LGALS3 dont  cinq  sites  SP1,  cinq  sites cAMP dependent  Response  Element (CRE),  quatre 

sites  AP-1,  un  site  AP-4,  un  site Sis-Inducing  Element  (SIE),  deux  sites  « NF-κB  like »  et 

deux sites basic Helix Loop Helix (bHLH).  

 

4.1.3 Le patron d’expression de la Galectine-3 

 

Chez l’Homme, jusqu’aux trois premiers mois de vie de l’individu, l’expression de 

la Galectine-3  est  principalement  limitée  aux épithélia.  De  nombreuses  études  ont  montré 

son  expression  au  niveau  de  l’épithélium  de la  peau,  de  l’épithélium  respiratoire,  de 

l’urothélium, du système tubulaire rénal et également au niveau des cellules épithéliales des 

tractus  digestif  et  respiratoire.  La  Galectine-3  est  aussi  exprimée  dans  les  cellules 

myocardiques,  la  notochorde,  les  hépatocytes  et  les  chondrocytes  hypertrophiques  (Van  den 

Brule et al., 1997). 

 

Chez  l’adulte,  la  Galectine-3  est  exprimée  de  manière  ubiquitaire.  Son  expression 

est  retrouvée  au  niveau  des tissus  épithéliaux.  C’est  notamment  le  cas  de  l’épithélium 

bronchique et intestinal, de l’urothélium, du système tubulaire rénal, des kératénocytes de la 

peau  (Flotte et  al.,  1983),  de  l’épithélium  colique  (Lotz et  al.,  1993),  ou  encore  dans  les 

cellules épithéliales du thymus (Villa-Verde et al., 2002), du sein (Castronovo et al., 1996), 

de la prostate (Pacis et al., 2000), de l’œil (Fautsch et al., 2003) ou encore du pancréas (Wang 

et al., 2000). On la retrouve également dans de nombreuses cellules immunitaires telles que 

les  neutrophiles  (Truong et al.,  1993),  les  éosinophiles  (Truong et  al.,  1993),  les  basophiles 

(Frigeri et al., 1993), les mastocytes (Craig et al., 1995), les cellules dendritiques (Dietz et al., 

2000),  les  monocytes  (Liu et  al.,  1995)  et  les  macrophages  (Saada et  al.,  1996).  En  ce  qui 

concerne les lymphocytes, la Galectine-3 n’est pas exprimée de manière constitutive mais est 

induite par de nombreux stimuli. Enfin, elle est également présente dans les cellules du tissu 

conjonctif  tel  que  les  fibroblastes  (Moutsatsos et  al.,  1987),  les  ostéoblastes  (Stock et  al., 
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2003),  les  ostéoclastes  (Niida et  al.,  1994)  et  les  chondrocytes  (Colnot et  al.,  1999),  les 

cellules de Schwann (Reichert et al., 1994) ou encore les cellules endothéliales de plusieurs 

tissus et organes (Lotan et al., 1994). 

 

4.1.4 La Galectine-3 

 

La  Galectine-3,  d’une  masse  moléculaire  de  33  kDa,  est  composée  de  deux  parties 

importantes : 

 

-  Le  domaine  N-terminal  de  110  à  130  a.a..  C’est  un  domaine  flexible  avec 7  à  14 

répétitions  en  tandem  contenant  le  motif  consensus PGAYPG.  Il  existe  une  certaine 

homologie de cette région avec des ribonucléoprotéines et avec le collagène α-1 bovin (Wang 

et  al.,  1991).  Cette  région  n’a  pas  d’activité  propre de  fixation  des  glycannes  même  si  elle 

semble  participer  à  la  fixation  du  saccharide  au  niveau  du  CRD  (Barboni et  al.,  2000).  Ce 

domaine  N-terminal  est  responsable  de  la  multimérisation  de  cette  galectine.  Cette  fonction 

est  également  régulée  par  le  clivage  au  niveau  de  la  région  Ala62-Tyr63  par  des 

métalloprotéases (MMP-2 et -9) (Ochieng et al., 1998) ainsi que par des phosphorylations sur 

les  résidus  sérine  présents  dans  cette  région.  Enfin,  on  retrouve  deux  résidus  sérine  (Ser6  et 

Ser12) qui peuvent être phosphorylés et qui semblent importants dans le trafic intracellulaire 

de cette galectine (Tsay et al., 1999). In vitro, il a été mis en évidence que les caséine kinases 

1 et 2 sont capables de phosphoryler la Galectine-3 (Huflejt et al., 1993). La nature de la/des 

kinases responsables de ce phénomène in vivo est encore inconnue. 

 

- Le domaine C-terminal comporte 130 a.a.. De forme globulaire, il contient le  CRD 

qui assure la fixation des motifs glycanniques (Ochieng et al., 1993). Au sein de ce CRD, un 

motif NWGR, possédé par les protéines de la famille Bcl-2, assure la fonction anti-apototique 

de la Galectine-3 (Yang et al., 1996). Cette fonction est possible uniquement lorsque le CRD 

n’est  pas  impliqué  dans  une  interaction  avec  un  motif  glycannique.  De plus,  certains  acides 

aminés de ce motif NWGR semblent impliqués dans la multimérisation des galectines (Yang 

et al., 1998). 

 
La N-acétyl-lactosamine est  le  ligand  préférentiel de  la  Galectine-3  (Agrwal et  al., 

1993). La taille de la poche de fixation étant plus grande que nécessaire, elle peut également 

accueillir  des  sucres  adjacents  à  ce  motif  pouvant  entraîner  une  diminution  ou  une 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 40

augmentation  de  l’affinité  de  la  Galectine-3  pour  la N-acétyl-lactosamine  (Knibbs et  al., 

1993). La fixation d’un ligand au niveau du CRD entraine un changement conformationnel de 

la Galectine-3. La fixation des sucres est aussi modulée par la phosphorylation sur le résidu 

Ser6 (Mazurek et al., 2000). 

 

4.1.5 La distribution cellulaire de la Galectine-3 

 

La Galectine-3 est synthétisée dans le cytoplasme des cellules. A partir de là, elle peut 

être  sécrétée  dans le  milieu  extracellulaire  mais  de  manière  non  conventionnelle  (Hughes, 

1999).  Plusieurs  voies ont  été  proposées  dont la  translocation via  un  transporteur 

membranaire,  l’ectocytose  ou  la  voie  exosomiale.  La  Galectine-3  extracellulaire  est 

susceptible  d’exercer  des  effets  paracrines et  autocrines  et  de  moduler  les  propriétés 

d’adhésion cellulaire, de prolifération ou de mort cellulaire. 

 

La  Galectine-3  est  également  présente au  niveau  nucléaire.  Son  rôle  dans  ce 

compartiment  a  été  très  étudié  malgré  le  fait  que  le  transporteur  permettant  sa  translocation 

soit  encore  inconnu.  En  ce  qui  concerne  le  signal  d’adressage  nucléaire,  les  études  sont 

discordantes : les 11 premiers a.a. (Gong et al., 1999) ou certains a.a. du domaine C-terminal 

seraient impliqués dans le processus de translocation (Davidson et al., 2006). Dans la poche 

du CRD, le motif IXLT et certains a.a. lui faisant face semblent nécessaires à la localisation 

nucléaire de la Galectine-3 (Nakahara et al., 2006). De plus, la translocation nucléaire de la 

Galectine-3  nécessite sa  fixation  à  l’Importine-α  et la  présence  de  l’Importine–β 

(Nakahara et al., 2006). 

 

Le mécanisme permettant l’export nucléaire est quant-à lui connu. Il fait appel à une 

séquence leucine-rich  nuclear  export  signal  (NSE) située  dans  la  partie  C-terminale  et  au 

récepteur d’export nucléaire chromosome maintenance region 1 (CRM1). De plus, il semble 

que seule la Galectine-3 nucléaire phosphorylée soit capable de sortir du noyau (Tsay et al., 

1999). 
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4.2 Les rôles physiologiques des galectines 

 

4.2.1 L’adhésion cellulaire 

 
Les  galectines  sont  capables d’inhiber  ou  de  favoriser  la  fixation  des  cellules  sur 

différents substrats. En effet, des études montrent que la fixation de myoblastes (Cooper et 

al., 1991) ou de cellules musculaires lisses vasculaires (SMC) (Gu et al., 1994) est inhibée en 

présence  de  Galectine-1.  Cette  dernière  se  fixe  à  la  fois  sur  la  laminine  et  sur  certaines 

intégrines  (α7β1  et α1β1)  empêchant  ainsi  leur  interaction  avec  leurs  substrats  respectifs.  A 

l’inverse,  cette  même  galectine  favorise  la  fixation  des  SMC  au  niveau  de  composés  de  la 

MEC.  Elle  faciliterait  l’adhésion  des  cellules  en  interagissant  avec  des  molécules  telle  que 

l’ostéopontine ou encore la vitronectine (Moiseeva et al., 2000). 

 

4.2.2 L’épissage 

 
Dans le noyau, les Galectine-1 et -3 jouent un rôle dans l’épissage des pré-ARNm et 

la  stabilisation  du  complexe  d’épissage.  Ainsi,  il  a  été  décrit  que  la  Galectine-3  stabilise 

certains facteurs de transcription dont le nuclear thyroid-specific transcription factor1 (TTF-

1) avec lequel elle interagit de manière directe au niveau de son homéodomaine (Paron et al., 

2003). 

 

4.2.3 La réponse immunitaire 

 
La  Galectine-3  est  capable  d’activer  un grand  nombre  de  cellules  effectrices  du 

système  immunitaire  et  de  jouer  le  rôle  de  chimiokine,  attirant  les  macrophages  et  les 

monocytes là où le besoin s’en fait sentir (Sano et al., 2000). 

 

4.2.4 Le trafic intracellulaire 

 

Des  travaux  récents  ont  mis  en  évidence  l’implication  des  galectines  dans  le  trafic 

intracellulaire dans les cellules épithéliales. 

 

Les  cellules  épithéliales  sont  polarisées  et  caractérisées  par  l’existence  de  deux 

domaines membranaires distincts : le domaine apical, qui est en contact avec la lumière des 

différents  organes  ou  avec  le  milieu  extérieur,  et  le  domaine  basolatéral,  qui  est  en  relation 
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avec  la  lame  basale  et  les  cellules  adjacentes.  Le  pôle  apical  (PA)  se  distingue 

morphologiquement  du  pôle  basolatéral  (PBL)  par  la  présence  de  microvillosités. 

L’établissement  de  la  polarité  cellulaire  amène  également  une  répartition  asymétrique  des 

lipides  et  des  protéines  entre  ces  deux  domaines  membranaires.  En  effet,  les  protéines 

essentielles  aux  fonctions  biologiques  de  l’épithélium  sont  adressées  au  niveau  du  PA.  Le 

PBL, quant à lui, est enrichi en protéines intervenant dans les jonctions cellule/cellule comme 

les  cadhérines,  les  desmogléines,  les  desmocollines,  les  connexines  mais  également  en 

intégrines  qui  permettent  les  interactions  cellule/matrice  extracellulaire  (MEC).  Au  niveau 

lipidique,  le  PA  est  enrichi en  sphingolipides  (SL)  alors que  le  PBL  est  enrichi  en 

phosphatidylcholines. 

 

La mise en évidence de signaux d’adressage basolatéral et apical distincts a permis de 

valider  l’hypothèse  de  l’existence  d’un  trafic  intracellulaire  polarisé  au  sein  des  cellules 

épithéliales  permettant  la  distribution  asymétrique  des  différents  constituants  cellulaires. 

Après leur translocation à travers la membrane du RE et leur maturation post-traductionnelle 

dans l’appareil de Golgi, les protéines membranaires ou sécrétées doivent être triées au niveau 

golgien ou post-golgien pour pouvoir être dirigées spécifiquement vers la surface basolatérale  

ou apicale.  

 

4.2.4.1 L’adressage à la membrane basolatérale 

 

Les protéines triées au niveau du réseau trans-golgien (TGN) peuvent être directement 

adressées à la membrane basolatérale ou transiter via les endosomes de recyclage communs 

(CRE)  avant  d’atteindre  leur  localisation  finale  (voie  basolatérale  directe  ou  basolatérale 

indirecte, Figure 18, voie 1 et 2, Keller et al., 2001, Ang et al., 2004). 

 
L’adressage  à  la  membrane  basolatérale  est  un  processus  dépendant  de  signaux 

peptidiques situés dans le domaine cytosolique des protéines. En effet, dans les années 1990, 

il  a  été  mis  en  évidence  que  des  résidus  tyrosine  (Matter et  al.,  1992)  ou  des  motifs 

hydrophobes  composés  de  résidus  leucine  (Lock et  al.,  2005)  et  d’isoleucine  étaient 

nécessaires  à  l’adressage  basolatéral  de  certaines  protéines  telles  que  le  récepteur  aux  IgA 

(pIgR), le Low Density Lipids Receptor (LDL-R) ou l’E-cadhérine. Récemment, de nouveaux 

signaux juxta-membranaires tels que des noyaux composés de résidus proline ont été mis en 

évidence (He et al., 2002). Ces signaux sont reconnus par des complexes hétérotétramériques 



 

Figure 18 : Voies de trafic intracellulaire dans les cellules polarisées. (1) voie basolatérale 

directe,  (2)  voie  basolatérale indirecte,  (3)  recyclage  après endocytose  basolatérale,  (4)  voie 

apicale  directe,  (5)  voie  apicale  indirecte,  (6)  transcytose,  (7)  recyclage  après  endocytose 

apicale.  ARE :  endosomes  de  recyclage  apicaux.  CRE :  endosomes  de  recyclage  communs. 

BEE :  endosomes  précoces  basolatéraux.  AEE : endosomes  précoces  apicaux.  TGN :  réseau 

trans-golgien. JS : jonctions sérrées. ZA : zona adhérens. (Weisz et al., 2009) 
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composés  de  protéines  adaptatrices  cytosoliques  (AP)  permettant  la  formation  de  vésicules 

recouvertes  de  clathrine  qui vont  migrer  le  long  du  cytosquelette  et  fusionner  avec  la 

membrane basolatérale. A l’heure actuelle, les complexes AP1B et AP4 ont été identifiés dans 

l’adressage basolatéral (Folsch et al., 1999, Simmen et al., 2002). 

 

4.2.4.2 L’adressage à la membrane apicale 

 

Les  voies  d’adressage  à  la  membrane  apicale  sont  assurées  par  des  processus 

complexes qui varient selon les protéines et les types cellulaires. L’adressage apical apparaît 

ainsi  présenter  une  grande  diversité  au  niveau des  voies  de  trafic, des  mécanismes  de 

transport et des signaux d’adressage. Il existe deux types de voies : 

 

- La  voie  apicale  directe.  Les  protéines  triées  au  niveau  du  TGN  peuvent  être 

directement  adressées  à  la  membrane  apicale  (Figure  18,  voie  4,  Keller et  al.,  2001)  ou 

peuvent  transiter via  les  CRE  puis  les  endosomes  de  recyclage  apicaux  (ARE)  avant 

d’atteindre leur localisation finale (Figure 18, voie 5, Cresawn et al., 2007).  

 

- La  transcytose.  Les  protéines  sont  adressées  au PBL  puis  internalisées  dans  des 

vésicules  avant  d’être  redistribuées  au  niveau  de  la  membrane  apicale  (Figure  18,  voie  6, 

Mostov, 1994). Durant la transcytose, les protéines transitent par les CRE et les ARE avant de 

gagner la membrane apicale (Brown et al., 2000). 

 
Plusieurs mécanismes de transport ont été décrits : 

 

- Le transport raft-dépendant. La présence de microdomaines membranaires riches 

en SL et glycolipides (GL) au niveau de la membrane apicale a été décrite pour la première 

fois par van Meer et Simons (van Meer et al., 1988). En 1997, Simons a émis l’hypothèse du 

rôle  de  ces  microdomaines  dans  le  transport  apical.  Ces  microdomaines,  appelés  rafts  ou 

radeaux  lipidiques  résistants  aux  détergents,  présents  au  niveau  de  l’appareil  de  Golgi, 

seraient le lieu de recrutement des glycoprotéines (GP) à destination apicale. Les GP seraient 

ensuite  transportées  à  la  membrane  apicale  après  bourgeonnement  de  vésicules  de  type  raft 

(Verkade et al., 1997). 
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La  localisation  apicale  des  glycoprotéines  à  ancrage  glycosylphosphatidylinositol 

(GPI) a soulevé l’hypothèse de l’ancrage GPI comme signal d’incorporation dans les rafts et 

d’adressage  apical.  Cependant  par  la  suite,  des  glycoprotéines  à ancrage  GPI  ont  été 

identifiées au niveau du PBL de certains types cellulaires (Mayor et al., 2004, Sarnataro et al., 

2002,  Zurzolo et  al.,  1993).  La  poursuite  des  travaux a  ensuite  montré  qu’une  étape 

supplémentaire de clustering des rafts était nécessaire pour engendrer l’adressage apical. En 

effet,  notre  équipe  a  montré  que  la  Galectine-4  était  impliquée  dans  l’adressage  apical  raft-

dépendant de la dipeptidyl-peptidase IV (DPP-IV), de l’antigène de carcinome embryonnaire 

(CEA) et de la mucine MUC1 dans les cellules entérocytaires de la lignée HT-29 (Stechly et 

al., 2009, Delacour et al., 2005). 

 

Bien  que  de  multiples  travaux  aient  été  entrepris  sur  l’étude  des  rafts  et  des  signaux 

d’adressage  apical,  les  mécanismes  de  régulation  du  trafic  raft-dépendant  sont  encore  peu 

connus à l’heure actuelle. 

 

- Le  transport  raft-indépendant.  Cette  voie  a  été  décrite  en  particulier  pour 

l’adressage  de  la  lactase  phlorizine  hydrolase  (LPH) via  la  Galectine-3.  Elle  a  été  décrite 

comme  interagissant  avec  la  LPH  de  manière  glycanne  dépendante  (Delacour et  al.,  2006). 

Cette galectine serait responsable de la présence au niveau du PA des cellules canines rénales 

MDCK  de  clusters  de  glycoprotéines,  sensibles  aux  détergents  à  basse  température,  mettant 

ainsi en évidence que cette voie n’implique pas les microdomaines de tye raft (Delacour et al., 

2007). 

 

Contrairement au signal d’adressage basolatéral, clairement identifié, plusieurs types de 

signal d’adressage apical ont été proposés jusqu’à présent. 

 

Les  signaux  d’adressage  apical  peuvent  être  intracellulaires,  transmembranaires  ou 

encore  extracellulaires  (Weisz et  al.,  2009).  L’implication  des  galectines  dans  différentes 

voies de trafic, raft indépendants ou raft dépendants, suggéraient en particulier l’existence de 

signaux d’adressage apical de type glycannique. 

 

Effectivement, plusieurs études ont mis en évidence le rôle des motifs O-glycosylés ou 

N-glycosylés comme  signal  d’adressage  apical  (Yeaman et  al.,  1997,  Stechly et  al.,  2009, 

Kinlough et al., 2011).  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Trafic 

intracellulaire  de  MUC1.  Schéma  récapitulant  les  différentes  voies  de  trafic  intracellulaire 

utilisées  par  MUC1.  (1)  Voie d’adressage  apical  de  MUC1, 

(2) Endocytose de MUC1, (3) Recyclage de MUC1, (4) Dégradation lysosomiale de MUC1. 

(5) Libération extracellulaire de MUC1 après clivage, (6) Exosomes comportant MUC1. 
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Des  signaux  peptidiques  transmembranaires  et  cytoplasmiques  ont  également  été 

décrits. C’est le cas du domaine transmembranaire de l’hémagglutinine du virus de la grippe 

(Scheiffele et al., 1997) ou de la séquence peptidique cytoplasmique de la mégaline (Marzolo 

et  al.,  2003).  Les  motifs  observés  ont  des  tailles  variant  de  quelques  a.a.  à  80  a.a.  environ 

(Chmelar et al., 2006, Braiterman et al., 2009).  

 

4.2.5 Le trafic intracellulaire de MUC1 

 

L’adressage apical de MUC1 

 
Dans  les  cellules  entérocytaires  humaines  HT-29,  la  Galectine-4  est  impliquée  dans 

l’adressage apical raft-dépendant de MUC1 (Stechly et al., 2009, Delacour et al., 2005). Dans 

les cellules rénales canines MDCK, il a été montré qu’après sa biosynthèse dans le RE et sa 

glycosylation,  MUC1  est  dirigée dans  un  premier  temps  vers  les endosomes  apicaux  de 

recyclage  (ARE)  puis  adressée à  la  membrane  cellulaire  apicale (Figure  19,  voie  1) 

(Mattila et al., 2009). Cette voie particulière d’adressage est associée à la présence de signaux 

glycanniques  sur  les  protéines  membranaires  apicales.  Récemment,  Kinlough  et 

collaborateurs ont mis en évidence que les TR de MUC1 richement O-glycosylés jouent un 

rôle  de  signal  d’adressage  permettant  la  localisation  apicale  de  MUC1  (Kinlough et  al., 

2011).  De  même,  la  présence  d’O-glycannes  plus  court  sur  les  TR  de  MUC1  semblent 

diminuer la vitesse d’adressage à la membrane apicale dans les cellules CHO (Altschuler et 

al.,  2000).  Une  fois  adressée  à  la  membrane  apicale,  MUC1  est  ensuite  endocytée  puis 

recyclée ou dégradée (Figure 19, voie 4). 

 

  Dans les cellules épithéliales, l’endocytose se produit au niveau apical et basolatéral. 

Les  protéines,  endocytées  au  PA  de  la  cellule, gagnent les endosomes de tri apicaux (AEE) 

avant d’être regroupées dans les CRE puis les ARE et enfin être dirigées vers la membrane 

apicale  (Figure  18,  voie  7,  Tanos et  al.,  2008).  Les  protéines,  endocytées  au  PBL  de  la 

cellule,  gagnent  les  endosomes  de  tri  basolatéraux  (BEE)  avant  d’être  regroupées  dans  les 

CRE puis dirigées vers la membrane basolatérale (Figure 18, voie 3) (Tanos et al., 2008). 

 

En  ce  qui  concerne  MUC1,  il  a  été  montré  dans  les  cellules  ovariennes  de  Hamster 

CHO que la présence de motifs O-glycanniques courts sur les TR  de  MUC1  favorise  son 

endocytose médiée par la clathrine (Figure 19, voie 2) (Altschuler et al, 2000). L’utilisation 
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de  construction  particulière  de  MUC1  ne  comportant  que  MUC1CT  a  permis  de  mettre  en 

évidence  que  beaucoup  d’interactions via  la  queue  cytoplasmique  modulent  également 

l’endocytose.  C’est  notamment  le cas  des  fixations respectives  de Grb2  et  du  complexe 

protéique Adaptator complex 2 (AP2), sur les résidus tyrosines phosphorylés du motif YTNP 

et du motif YHPM de MUC1CT, qui favorisent l’endocytose (Kinlough et al., 2004). 

 

Le recyclage de MUC1 (Figure 19, voie 3) est dépendant de la palmitoylation des 

résidus cystéine du motif CQC juxtamembranaire de MUC1CT et de la fixation du complexe 

protéique Adaptator  complex  1 (AP1)  dans  une  plus  faible  mesure.  L’absence  de  ces 

événements entraînent une accumulation de MUC1 dans les ARE des cellules ovariennes de 

Hamster CHO (Kinlough et al., 2006).  

 

4.3 Les galectines en pathologie tumorale 

 
Dans  certains  cancers  dont  le  PDAC, une  surexpression  de  la  Galectine-3  est 

observée  dans  les  cellules  tumorales  (Lavra et  al.,  2011).  Dans  d’autres  cancers,  c’est une 

diminution d’expression de la Galectine-3 qui est observée (Lotz et al., 1993, van den Brule 

et al., 1996) alors que les cellules saines expriment la Galectine-3. Un phénomène similaire 

est observé pour les autres galectines. 

 

Une délocalisation de la Galectine-3 du noyau vers le cytoplasme est souvent associée 

à  ces  modulations  d’expression.  Ces  anomalies  sont  susceptibles  de  moduler  les  différentes 

étapes de la cancérogènese. 

 

4.3.1 L’apoptose 

 
Les Galectine-7 (Bernerd et al., 1999) et -12 (Hotta et al., 2001) favorisent l’apoptose 

dans  des  lignées  fibroblatiques  et  adipocytaire. L’apoptose  est  la  réponse  biologique  pour 

laquelle l’implication de la Galectine-3 est la mieux décrite. Son activité peut être soit anti-

apoptotique  (Yu et  al.,  2002)  ou pro-apoptotique  (Fukumori et  al.,  2004)  en  fonction  du 

contexte cellulaire mais aussi de sa localisation. 
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La Galectine-3 intracellulaire 
 

Une fonction anti-apoptotique de la Galectine-3 a été mise en évidence par l’utilisation 

d’une forme tronquée de la protéine au niveau de la région N-terminale en guise de dominant 

négatif :  celle-ci  permet  d’augmenter  la  sensibilité  aux  stimuli  apoptotiques  dans  de 

nombreuses lignées cellulaires cancéreuses (Hoyer et al., 2004). Le mécanisme d’action n’est 

pas  clairement  compris  cependant  il  semblerait  que  plusieurs  voies  de  signalisation  soient 

impliquées.  Une  translocation  vers  la  mitochondrie  à  partir  du  cytosol  ou  du  noyau  est 

associée  à  ce  rôle  anti-apoptotique.  En  effet,  cette  localisation  péri-mitochondriale 

préviendrait  les  dommages  mitochondriaux  et  la  libération  du  cytochrome  C  qui  régule 

l’activation des caspases aboutissant à l’apoptose (Yu et al., 2002, Matarrese et al., 2000). Ce 

mécanisme est dépendant de la synexine (ou annexine VII) qui lorsqu’elle est absente entraîne 

une  localisation  cellulaire  non  mitochondriale  de  la  Galectine-3  et  une  augmentation  de  la 

sensibilité aux stimuli apoptotiques. Il dépend également de la phosphorylation du résidu Ser6 

du domaine N-terminal qui semble essentielle à la fonction anti-apoptotique de cette lectine 

(Tsay et al., 1999). 

 

Des interactions entre la Galectine-3 et certains représentants de la famille Bcl-2 ont 

été  mises  en  évidence  (Yang et  al.,  1996).  Cette  interaction  passerait  par  le  motif  NWGR 

présent au sein du CRD, interaction qui est inhibée par l’utilisation in vitro de lactose. Cette 

association des deux protéines permettrait à Bcl-2 de se localiser au niveau de la mitochondrie 

où  elle  pourrait  ainsi  jouer  son  rôle  inhibiteur  de  la  mort  cellulaire  programmée.  Des 

interactions  avec  d’autres  acteurs  de  la  voie  apoptotique  ont  pu  être  récemment  mises  en 

évidence. En effet, la Galectine-3 est capable d’interagir avec la Nucling ( Liu et al., 2004) ou 

encore le récepteur de mort CD95 (Fukumori et al., 2004). Dans ce dernier cas, la Galectine-3 

joue  un  rôle  dans  la  modulation  de  la  réponse :  une  voie  pro-apoptotique  de  type  I  avec 

recrutement  de death  inducing  signaling  complex  (DISC)  très  efficace  en  présence  de 

Galectine-3 et une voie de type 2 moins efficace en absence de Galectine-3.  

 

Il a aussi été montré que la Galectine-3 joue un rôle crucial dans l’apoptose induite par 

le tumor necrosis factor (TNF)-related apoptosis-inducing ligand, TRAIL. La Galectine-3 est 

capable de moduler la voie Akt afin d’induire soit la mort soit la survie cellulaire. Ainsi, dans 

la lignée mammaire cancéreuse BT549, cette galectine permettrait la déphosphorylation d’Akt 

et la suppression de son activité afin d’induire la mort cellulaire (Lee et al., 2003) alors que 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 48

dans la lignée biliaire cancéreuse humaine J8 surexprimant la Galectine-3, Akt est fortement 

actif,  protégeant  ainsi  les  cellules  de  l’apoptose  induite  par  TRAIL  (Oka et  al.,  2005).  Le 

contexte cellulaire pourrait expliquer les différences observées quand au rôle de la Galectine-

3 dans la mort cellulaire. En effet, la protéine KRAS, protéine en amont de nombreuses voies 

de signalisation dont la voie Akt, est retrouvée mutée dans certaines lignées cancéreuses. De 

plus,  K-Ras  présente  une  activité  modulée  par  la  Galectine-3, ce  qui  pourrait expliquer  les 

différences d’activation de la voie AKT et les différences de réponses observées.  

 

Enfin, Kim et collaborateurs ont montré que la Galectine-3 était capable d’induire une 

résistance à l’anoïkis en arrêtant le cycle cellulaire au niveau de la phase G1 dans les cellules 

mammaires BT549. Ce phénomène est associé à la diminution de l’expression des Cyclines E 

et A et à une augmentation de leurs inhibiteurs p21WAF1/CIP1 et p27KIP1 (Kim et al., 1999). Dans 

le cas de stimuli pro-apoptotiques où la génistéine est exprimée, un arrêt à la transition G2/M 

est observé en présence de Galectine-3 (Lin et al., 2000). 

 

La Galectine-3 extracellulaire et nucléaire 

 
Le  rôle  pro-apoptotique  de  la  Galectine-3  extracellulaire  a été  clairement  décrit  dans 

plusieurs  lignées  cellulaires  humaines  différentes  dont  les  lymphocytes  T  (Fukumori et  al., 

2003).  La  seule  étude  mécanistique  montre que  l’induction  de  l’apoptose  passe  par 

l’interaction de CD29 et CD7 avec la Galectine-3 au niveau de la membrane cellulaire, ce qui 

amène  à  l’activation  de  la  Caspase  3  et  à  la  libération  du  Cytochrome  C  (Nakahara et  al., 

2005).  La  Galectine-3  nucléaire  est  également  pro-apoptotique  cependant  les  mécanismes 

d’actions sont encore inconnus (Califice et al., 2004). 

 

4.3.2 La prolifération cellulaire 

 

La  Galectine-1  favorise  la  localisation  membranaire  et  l’activation  de  HRAS  initiant 

une  réponse  proliférative  (Paz et  al.,  2001).  De  même,  la  Galectine-3  en  fonction  de  sa 

localisation module la prolifération cellulaire. 
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La Galectine-3 intracellulaire 
 

La  prolifération,  en  fonction  du  type  cellulaire  étudié,  peut  être  soit  stimulée  par  la 

Galectine-3  comme  pour  la  lignée  Jurkat  (Yang et  al.,  1996)  soit  inhibée  dans  le  cas  de  la 

lignée cancéreuse prostatique LNCaP (Ellerhost et al., 2002).  

 

L’une  des  voies  par  laquelle  la  Galectine-3  pourrait  influencer  la  prolifération  et  la 

transformation  cellulaire  serait  la  modulation  de  voies  de signalisation  notamment  celles 

induites  par  KRAS.  La  Galectine-3  et  KRAS  sont  capables  d’interagir entre  elles. 

L’interaction de ces deux dernières favorise les voies PI3K et Raf-1 au détriment de la voie 

Erk et semble déterminer l’intensité d’activation de la voie de signalisation mais également sa 

durée (Elad-Sfadia et al., 2004). 

 

La Galectine-3 extracellulaire 

 
La Galectine-3 extracellulaire va en fonction du type cellulaire induire (Sasaki et al., 

1999) ou inhiber (Krugluger et al., 1997) la prolifération cellulaire. L’ajout de Galectine-3 

dans  le  milieu  de  culture  de différentes  cellules  et  l’utilisation  de  lactose  a  montré  que  son 

action  sur  la  prolifération  est  dépendante  de  son  CRD.  En  effet,  l’utilisation  de  cellules 

MDCK ne possédant pas de transporteurs de galactose fonctionnels inhibe l’effet observé sur 

les  cellules  MDCK  non  invalidées  (Bao et  al.,  1999).  De  plus,  ces  expériences  laissent 

fortement supposer que la Galectine-3 interagirait avec des récepteurs membranaires portant 

ces motifs glycanniques. 

 

La Galectine-3 nucléaire 
 

D’autres  études  ont  mis  en  évidence  que  la  Galectine-3  peut interagir  avec  des 

complexes de facteurs de transcription impliqués dans la régulation de gène de prolifération 

comme la Cycline D1 ou encore c-myc. C’est le cas du complexe β-caténine/Tcf (Shimura et 

al.,  2004) ou  encore  du  facteur  de  transcription TTF-1  dans  les  cellules  cancéreuses 

thyroidiennes (Paron et al., 2003). 
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4.3.3 L’angiogenèse 

 
La  Galectine-1  secrétée  par  les  cellules  tumorales  permet  la  prolifération  et  la 

migration  des  cellules  endothéliales  (Thijssen et  al.,  2010).  La  Galectine-3  a  été  décrite 

comme ayant une activité pro-angiogénique. En effet, il a été montré que cette dernière est 

impliquée dans le chimiotactisme des cellules endothéliales et qu’elle est capable d’induire la 

formation de capillaires par les HUV-EC-C in vitro et l’angiogenèse in vivo (Nangia-Makker 

et al., 2000).  

 

4.3.4 Le processus métastatique 

 

Les galectines, sont impliquées dans la modulation des interactions indispensables 

au processus métastatique.  

 

L’adhésion cellulaire 

 

Certaines  galectines  sont  capables  d’inhiber  la  fixation  des  cellules  sur  différents 

substrats. La Galectine-1 est capable dans des conditions particulières de diminuer la fixation 

des cellules de mélanome humain sur la laminine (van den Brule et al., 1995). De même, in 

vitro,  la  Galectine-8  soluble  est  capable  de diminuer  l’adhésion  des  cellules  CHO,  de 

kératinocytes humains (HaCaT), de cellules cancéreuses utérines (HeLa) ou encore de cellules 

cancéreuses  pulmonaires  (Hadari et  al.,  2000).  Dans  le  cas  de  la Galectine-8,  le  mécanisme 

d’inhibition  se  ferait  par  des interactions  avec  différents  types  d’intégrines  exprimées  à  la 

surface cellulaire. Ces interactions empêcheraient la fixation des ligands conventionnels des 

intégrines  sur  ces  dernières.  L’utilisation  d’ions  de  Manganèse,  augmentant  l’affinité  des 

intégrines pour ses substrats conventionnels, abolit l’effet inhibiteur de la Galectine-8 (Levy 

et al., 2001). 

 

In  vivo,  la  Galectine-3  est  capable  de  moduler  l’adhésion  et  l’invasion  des  cellules 

tumorales  (Takenaka et  al.,  2004,  Bresalier et  al.,  1998).  La  Galectine-3  favorise  le 

détachement  des  cellules  du  site  tumoral  primaire  puisqu’elle  inhibe in  vitro  l’adhésion  de 

plusieurs lignées cellulaires aux protéines de la MEC (Hughes, 2001, Ochieng et al., 2004). 
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Certaines  galectines  sont  également  capables  de  favoriser  la  fixation  de  cellules 

cancéreuses  à  d’autres  cellules  cancéreuses  (agrégats  homotypiques),  à  des  types  cellulaires 

différents (agrégats hétérotypiques) ou encore à des molécules de la MEC favorisant ainsi leur 

survie  durant  le  phénomène  métastatique.  C’est  notamment  le  cas  de  la  Galectine-1  qui 

augmente  la  fixation  des  cellules  cancéreuses  ovariennes  de  Hamster  chinois  (CHO)  et  des 

cellules F9 de tératocarcinome murin à la laminine (Zhou et al., 1993). Les Galectines-2, -4 et 

-8 favorisent également la fixation de cellules cancéreuses coliques aux cellules endothéliales 

(Barrow et al., 2011). La Galectine-3 est observée au site d’adhésion des cellules cancéreuses 

formant  des  amas  homotypiques ou  hétérotypiques  (Glinsky et  al.,  2003).  L’antigène  T  est 

impliqué  dans  ces  phénomènes  d’adhésion  (Glinsky et  al.,  2000).  Dans  les  tumeurs  du  sein 

exprimant  fortement  la  Galectine-3  a  été  observée  une  adhésion  des  cellules  tumorales  plus 

importante  au  niveau  des  cellules  endothéliales  (Khaldoyanidi et  al.,  2003).  De  même, in 

vitro,  des  études  ont  montré  que  l’expression  de  la  Galectine-3,  dans  un  modèle  cellulaire 

mammaire cancéreux, favorisait la formation de clusters de MUC1 et la fixation des cellules 

cancéreuses  au  niveau  des  cellules  endothéliales  pouvant  permettre l’intravasation  ou 

l’extravasation  de  ces  cellules  cancéreuses  (Yu et  al.,  2007).  Il  a  été  aussi  montré  que  la 

Galectine-3 pouvait interagir avec l’intégrine α1β1. De plus, l’expression de l’intégrine α1β1 

est  régulée  par  la  Galectine-3  (Mataresse et  al.,  2000).  Le  rôle  de  la  Galectine-3  dans 

l’adhésion cellulaire pourrait impliquer les intégrines. 

 

L’invasion cellulaire 
 

La Galectine-3 est capable de moduler les processus permettant l’invasion cellulaire. 

En effet, l’ajout de Galectine-3 exogène dans le milieu extracellulaire de cellules cancéreuses 

mammaires favorise le passage de ces cellules à travers une matrice de Matrigel® (Le Marer 

et al., 1996). Des résultats opposés ont cependant été observés dans le cas de cellules coliques 

cancéreuses humaines (Hittelet et al., 2003). L’expression de Galectine-3 intracellulaire dans 

une  lignée  cancéreuse  pulmonaire  humaine  favorise  également  la  motilité  et  l’invasion 

cellulaires (O’Driscoll et al., 2002). L’augmentation de la motilité en présence de Galectine-3 

est associée à un remodelage du cytosquelette (Mataresse et al., 2000). Les mécanismes par 

lesquels  cette  galectine  modulerait  le  processus invasif  au  niveau  intracellulaire  restent  non 

déterminés.  Au  niveau  extracellulaire,  l’interaction  avec  les  intégrines  est  citée  comme  une 

hypothèse mécanistique. 
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La migration cellulaire 

 

La  Galectine-1  favorise  la  migration  de cellules  cancéreuses  astrocytaires  (Camby et 

al.,  2002)  alors  que  la  Galectine-8  diminue  le  pouvoir  migratoire  de  certaines  lignées 

cancéreuses coliques (Nagy et al., 2002). 

 

 Des effets opposés ont aussi été observés pour une même galectine. C’est notamment 

le  cas  de  la  Galectine-3  exogène  qui  augmente  la  migration  de  cellules  cancéreuses 

mammaires  (Le  Marer et  al.,  1996)  ou  qui  diminue  la  migration  de  cellules  cancéreuses 

coliques  (Hittelet et  al.,  2003).  Cette  différence  pourrait  s’expliquer  par  les  variations 

d’expressions des différents partenaires possibles de la Galectine-3. 

 

 

 

 

Dans le PDAC, on observe une surexpression de la mucine membranaire MUC1 

ainsi  qu’une  localisation  membranaire  circonférentielle  de  la  protéine.  De  plus,  MUC1 

est localisée dans le cytoplasme des cellules tumorales, localisation associée à un mauvais 

pronostic par les anatomopathologistes. Outre ces anomalies, il existe une surexpression 

de  la  Galectine-3  dans  les  cellules  tumorales  pancréatiques.  Les  travaux  antérieurs  de 

l’équipe  avaient  montré  le  rôle  de  la  Galectine-4  dans  l’adressage apical  de  MUC1  au 

sein  de  cellules  épithéliales  de  phénotype  entérocytaire.  La  Galectine-4  est 

spécifiquement  exprimée  dans  le  tractus  gastro-intestinal.  Dans  la  littérature,  les 

travaux de D. Delacour et collaborateurs avaient ensuite montré le rôle de la Galectine-3 

dans  le  trafic  intracellulaire  des  glycoprotéines  des  cellules  MDCK.  L’objectif  de  ce 

travail a ainsi été d’étudier l’implication de la Galectine-3 dans la distribution cellulaire 

et le rôle fonctionnel de MUC1, notamment son interaction avec l’EGFR, son récepteur 

associé, au sein de cellules tumorales pancréatiques humaines. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

Résultats 



 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Expression de MUC1 et de la Galectine-3 dans le pancréas. (A) Expression de 

MUC1 (214D4) dans le PDAC. (a) Expression de MUC1 dans le tissu pancréatique sain. (B) 

Expression de la Galectine-3 dans le PDAC. (b) Expression de la Galectine-3 dans le tissu 

sain. (X400) 
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RÉSULTATS 

 

I. MUC1 et Galectine-3 dans le PDAC 
 

Dans un premier temps, nous avons étudié l’expression de MUC1 et de Galectine-3, par 

immunohistochimie sur une série de 16 PDAC humains. Deux images caractéristiques des 

marquages obtenus sont illustrées dans la figure 20 en comparaison avec des tissus contrôles. 

 

La Galectine-3 et MUC1 sont toutes deux exprimées dans le tissu pancréatique sain 

(Figure 20, a et b). MUC1 est faiblement exprimée dans les cellules épithéliales canalaires 

pancréatiques et présente une distribution cellulaire polarisée avec une localisation 

essentiellement au pôle apical. MUC1 est également présente dans le cytoplasme 

(Figure 20, a). La Galectine-3 est, quant à elle, exprimée faiblement à la fois dans les cellules 

épithéliales canalaires pancréatiques et les cellules du stroma pancréatique. Elle est retrouvée 

à la fois dans le cytoplasme et le noyau des cellules (Figure 20, b). 

 

En conclusion, dans le PDAC, MUC1 est surexprimée par les cellules pancréatiques 

cancéreuses et présente une distribution circonférentielle sur toute la membrane cellulaire, 

traduisant la perte de polarité dans la distribution membranaire de MUC1 au sein des cellules 

tumorales pancréatiques. MUC1 est aussi présente dans le cytoplasme. La Galectine-3 est 

surexprimée dans le tissu tumoral pancréatique par rapport au tissu sain. Elle présente une 

localisation cytoplasmique et nucléaire en condition normale et pathologique. 

 

II. Etablissement de modèles cellulaires du cancer du pancréas invalidés pour la 
Galectine-3 

 

Afin d’étudier le rôle éventuel de Galectine-3 dans l’expression et la distribution 

cellulaire de MUC1 dans le PDAC, nous avons établi des modèles cellulaires de PDAC dans 

lesquels l’expression de Galectine-3 a été inhibée par la technique de l’ARN interférence.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Analyse de l’expression de Galectine-3 par RT-PCR et western-blot 

Galectine-3 sur les lignées Capan-1 contrôle et invalidées pour l’expression de Galectine-

3. (a) RT-PCR sur les lignées Capan-1 invalidées pour Galectine-3. (b) Western-blot sur les 

lignées Capan-1 invalidées pour l’expression de Galectine-3. Sh1, Sh2 et Sh3 : small hairpin 

RNA 1, 2 et 3. Rs : vecteur vide. Sc : scramble. 
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Pour cette étude, nous avons sélectionné la lignée cellulaire humaine Capan-1, cellules 

de PDAC ayant conservé une morphologie de cellules épithéliales polarisées. Cette 

caractéristique était indispensable pour l’étude des aspects de trafic intracellulaire. La 

technique de small hairpin RNA (shRNA) a été utilisée afin d’inhiber l’expression de 

Galectine-3 de façon stable. Trois constructions shRNA, associées à un gène de résistance à la 

puromycine, ont été transfectées séparément de manière stable dans la lignée Capan-1 par 

infection rétrovirale. Les cellules transfectées ont ensuite été selectionnées grâce à leur 

résistance à la puromycine. Trois lignées ont été ainsi établies : Capan-1 Sh1, Sh2 et Sh3.  

 

L’efficacité d’inhibition de la transcription et de l’expression a été évaluée par RT-PCR 

semi quantitative et western-blot. 

 

L’étude par RT-PCR a mis en évidence une inhibition du taux de transcrit du gène 

LGALS3 pour les constructions Sh1 et Sh3 mais pas pour la construction Sh2. Les 

pourcentages d’inhibition obtenus par intégration densitométrique est respectivement de 

99 % pour Sh1 et 90 % pour Sh3 (Figure 21, a). 

 

L’étude par western-blot, quant à elle, a mis en évidence une inhibition d’expression de 

Galectine-3 pour les 3 constructions Sh1, Sh2 et Sh3. Ainsi, il semble que la construction Sh2 

entraîne un blocage de la traduction de l’ARNm de LSGAL3 visible uniquement en western-

blot alors que les constructions Sh1 et -3 entraînent une dégradation de l’ARNm de LGALS3 

visible en RT-PCR. Au niveau protéique, les pourcentages d’inhibition évalués après 

intégration densitométrique sont de 95 % pour Sh1, 68 % pour Sh2 et 100 % pour Sh3 

(Figure 21, b). Une analyse transcriptomique a été effectuée afin de rechercher une éventuelle 

non spécificité de nos constructions vis-à-vis des autres galectines. Aucune variation du taux 

de transcription des autres galectines n’a été observée (non montré). 

 

Ainsi, les modèles cellulaires Sh1 et Sh3 étaient satisfaisants pour envisager l’étude 

du rôle de la Galectine-3. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Expression de la cycline D1 et prolifération cellulaire dans les lignées 

Capan-1 contrôle et invalidées pour l’expression de Galectine-3. 

Figure 23 : Pourcentage de cellules invasives dans le collagène de type I dans les cellules 

Capan-1 contrôles et invalidées pour Galectine-3 en condition contrôle et après 

traitement par l’EGF. 
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III. Etude du rôle de Galectine-3 sur la prolifération cellulaire et les capacités 
invasives des cellules tumorales pancréatiques 

 

  L’expression de la cycline D1 qui est associée à la prolifération cellulaire est régulée 

notamment par la localisation nucléaire de l’EGFR, de MUC1CT et de Galectine-3 (Lin et al., 

2001). Le mécanisme est dépendant d’interactions entre MUC1CT et Galectine-3 avec la β-

caténine, de son accumulation et de sa stabilisation (Wen et al., 2003, Song et al., 2009). Dans 

les modèles traités préalablement ou non par l’EGF, nous avons réalisé une étude de 

l’expression de la Cycline D1 par western-blot ainsi que des tests de prolifération.  

 

 Dans nos modèles cellulaires, la Cycline D1 est plus fortement exprimée en présence 

de Galectine-3 avec ou sans traitement préalable à l’EGF (Figure 22, A). Ces résultats sont 

concordants avec la diminution de la prolifération cellulaire observée dans les cellules 

invalidées pour l’expression de la Galectine-3 par rapport à la lignée Capan-1 Sc 

(Figure 22, B). Enfin, en présence de Galectine-3, le taux de MUC1CT observé est plus 

important qu’en absence de Galectine-3 (Figure 22, A). 

 

  En conclusion la présence de la Galectine-3 régule positivement l’expression de la 

cycline D1 et la prolifération cellulaire. 

 

En collaboration avec le Docteur Olivier de Wever du laboratoire de cancérologie 

expérimentale de l’université libre de Gand, des tests d’invasion en matrice de collagène de 

type 1 ont été réalisés avec ou sans traitement préalable par l’EGF. Les cellules contrôles 

présentent un indice d’invasion faible de 3 %. La stimulation des cellules par l’EGF induit 

une augmentation de l’invasion cellulaire (13,5 %). En absence de Galectine-3, les cellules 

ont un potentiel invasif supérieur sans stimulation par l’EGF (10 %). Le pourcentage de 

cellules invasives après traitement par l’EGF (14,2 %) rejoint le taux observé dans les cellules 

contrôles traitées par l’EGF (Figure 23). 

 

  Ainsi l’absence de Galectine-3 semble augmenter le potentiel invasif des cellules. 



 

 

 

 

Figure 24 : Etude qPCR de l’expression de MUC1 dans les lignées Capan-1 contrôle et 

invalidées pour Galectine-3. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Western-blot de MUC1 dans les lignées Capan-1 contrôle et invalidées pour 

Galectine-3. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26 : Western-blot de l’EGFR dans les lignées Capan-1 contrôle et invalidées pour 

Galectine-3 
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IV. Effet de l’inhibition de l’expression de la Galectine-3 sur l’expression et la 
distribution cellulaire de MUC1 et de l’EGFR 

 

Nous avons étudié l’expression de MUC1 et de l’EGFR dans les modèles cellulaires 

invalidés ou non pour Galectine-3. 

 

L’étude par qPCR a révélé une diminution du taux du transcrit MUC1 pour les 

constructions Sh1 (83 %), Sh2 (69 %) et Sh3 (74 %) par rapport au témoin Sc (Figure 24). 

 

L’étude par western-blot de MUC1 a mis en évidence une forte diminution d’expression 

pour les trois constructions (Sh1, Sh2 et Sh3) par rapport au témoin Sc. Les pourcentages 

d’inhibition évalués après intégration densitométrique étaient de 75 % pour Sh1, 67 % pour 

Sh2 et 72 % pour Sh3 (Figure 25). Ainsi l’inhibition de l’expression de la Galectine-3 

s’accompagne d’une inhibition de l’expression de MUC1. 

 

En ce qui concerne l’EGFR, l’étude par western-blot a mis en évidence une légère 

diminution d’expression pour les trois constructions (Sh1, Sh2 et Sh3). Les pourcentages 

d’inhibition évalués après intégration densitométrique étaient de 26 % pour Sh1, 10 % pour 

Sh2 et 30 % pour Sh3 (Figure 26). 

 

Suite à ces résultats, nous avons sélectionné la lignée Capan-1 Sh1 et le témoin Sc 

pour le reste de l’étude. 

 

V. Influence de la Galectine-3 sur l’interaction MUC1-EGFR et sur l’activation de 
l’EGFR 

 

Il a été décrit que MUC1 peut interagir avec l’EGFR et ainsi moduler les voies de 

signalisation en aval de ce récepteur. L’interaction entre MUC1 et l’EGFR semble être 

modulée par l’activation du récepteur (Li et al., 2001). Nous avons donc étudié le rôle de la 

Galectine-3 dans cette interaction à l’aide des modèles établis après traitement par l’EGF ou 



 

 

 

 

 

Figure 27 : Rôle de Galectine-3 dans l’interaction MUC1-EGFR dans les lignées Capan-1 

contrôle et invalidée pour Galectine-3. (a) Immunoprécipitation de MUC1 et western-blot 

de l’EGFR sur des lysats cellulaires traités au non par l’EGF. (b) Immunoprécipitation de 

l’EGFR et western-blot P-EGFR sur des lysats cellulaires traités ou non par l’EGF. Sh1: small 

hairpin RNA 1. Sc : scramble. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Cinétique de traitement à l’EGF sur les lignées Capan-1 contrôle et 

invalidée pour Galectine-3. Western-blot de l’EGFR, Erk1, 2 et pErk1, 2 au temps 0, 2, 5, 

10, 30 et 60 minutes. 
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sans traitement préalable. Nous avons effectué une immunoprécipitation de MUC1 puis le 

complexe a été analysé par immunoblot avec un anticorps anti-EGFR. 

 

La présence de l’EGFR dans l’immunoprécipité de MUC1 n’a pas été détectée à partir 

des cellules non stimulées par l’EGF, que ce soit dans les cellules contrôles ou les cellules 

invalidées pour Galectine-3. En revanche, après stimulation par l’EGF, l’EGFR a pu être 

détecté dans l’immunoprécipité de MUC1, en quantité faible dans les cellules contrôles mais 

beaucoup plus importante dans les cellules invalidées pour Galectine-3. Ce résultat suggère 

que la présence de Galectine-3 inhibe l’interaction MUC1/EGFR (Figure 27, a). A la 

vue de ces résultats, nous avons ensuite décidé d’étudier l’état d’activation de ce récepteur. 

Nous avons effectué une immunoprécipitation de l’EGFR puis l’activation du récepteur a 

été analysée par immunoblot avec un anticorps anti-Phospho-EGFR (Tyr1173 qui permet 

l’activation de la voie Erk). En absence de Galectine-3 et après stimulation par l’EGF, le 

récepteur est activé de façon plus importante (Figure 27, b). 

 

Nous avons ensuite envisagé l’étude de l’activation de l’EGFR et des kinases en aval 

de cette voie de signalisation, Erk1, -2 suite au traitement par l’EGF. Le temps de 

stimulation par l’EGF a été de 10 min et le suivi a été réalisé en cinétique jusqu’à 60 min.  

 

Les résultats montrent que le taux maximal de phosphorylation de Erk1, -2, 

représentatif de l’activation de la voie Erk, est plus important en absence de Galectine-3 

(ratio pErk/Erk ≈ 3,8). L’activation maximale est atteinte à environ 5 min et revient à un 

taux basal (≈ 30 min) (Figure 28). En présence de Galectine-3, la voie Erk est activée de 

façon moindre, le taux maximal d’activation (ratio pErk/Erk étant de 1,8. Le maximum est 

obtenu rapidement à environ 2 min et reste stable jusqu’à environ 10 min puis redescend 

lentement pour retrouver un taux basal au bout de 20 min environ (Figure 28). 

 

Ainsi, l’inhibition de l’expression de la Galectine-3 semble favoriser une 

activation longue et forte de la voie Erk1, -2. 

 

VI. Rôle de la Galectine-3 dans la localisation de MUC1 et de l’EGFR 
 

L’EGFR, outre son rôle dans l’activation de la voie RAS/RAF/MAPK, a été observé 

dans le noyau et décrit comme facteur activateur de la transcription de certains gènes cibles 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29 : Rôle de Galectine-3 dans la localisation de MUC1CT et de l’EGFR dans les 

lignées Capan-1 contrôle et invalidée pour Galectine-3. Western-blot de l’EGFR, 

MUC1CT et Galectine-3 sur des lysats nucléo-cytoplasmiques traités au non à l’EGF. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30 : Fraction nucléaire d’EGFR dans les lignées Capan-1 contrôle et invalidée 

pour Galectine-3. Immunoprécipitation de l’EGFR nucléaire et western-blot P-EGFR sur des 

lysats nucléaires traités ou non à l’EGF. 

 

IB: EGFR

IB: Tubuline

IB: SP1

IB: MUC1CT
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dont celui codant la cycline D1, le gène CCND1 (Lin et al., 2001). De même, la queue 

cytoplasmique de MUC1, MUC1CT, peut-être retrouvée dans le noyau où elle joue 

également un rôle dans la transcription de certains gènes cibles. Nous avons ainsi étudié si 

la Galectine-3 jouait un rôle dans la localisation nucléaire de l’EGFR et de MUC1.  

 

Des fractions nucléaires et cytoplasmiques ont été recueillies à partir des différents 

types cellulaires avec ou sans traitement à l’EGF et étudiées par western-blot. L’EGFR a été 

retrouvé à la fois dans le cytoplasme et dans le noyau des différents types cellulaires. 

Cependant en absence de Galectine-3, une translocation nucléaire plus importante de 

l’EGFR est observée (x2,2). Le traitement par l’EGF favorise cette localisation nucléaire 

dans les cellules contrôles et dans les cellules invalidées pour la Galectine-3 (Figure 29).  

 

MUC1CT est aussi retrouvée à la fois dans le cytoplasme et dans le noyau. 

Contrairement à l’EGFR, aucune modification de localisation n’est observée en absence de 

Galectine-3 par rapport à la lignée cellulaire contrôle (Figure 29). 

 

Ainsi, l’inhibition de Galectine-3 semble jouer un rôle dans la localisation 

nucléaire de l’EGFR mais pas celle de MUC1CT. Le phénomène de translocation 

nucléaire de l’EGFR est amplifié suite à un traitement par l’EGF. 

 

Afin d’étudier si l’EGFR nucléaire était phosphorylé, une immunoprécipitation de 

l’EGFR nucléaire a été réalisée. Les résultats ont montré que l’EGFR nucléaire est 

composée à la fois d’EGFR non phosphorylé et phosphorylé. Le traitement par l’EGF 

augmente la proportion d’EGFR phosphorylé dans le noyau (Figure 30). 

 

Par la suite, nous nous sommes intéressé au mécanisme dépendant de la Galectine-3 

impliqué dans la modulation de la translocation nucléaire de l’EGFR. L’une des hypothèses 

serait une séquestration de l’EGFR dans le cytoplasme, l’empêchant ainsi d’être transloqué 

dans le noyau. Afin de mettre en évidence une éventuelle interaction entre ces deux 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : Expression et localisation de Galectine-3 dans les lignées Capan-1 contrôle et 

invalidée pour Galectine-3. Etude de la distribution cellulaire de Galectine-3 dans nos 

modèles cellulaires pancréatiques en microscopie confocale. Des co-marquages avec la 

phalloïdine (actine) et le DAPI (noyau) ont été réalisés. Des sections XZ allant du pôle apical 

au pôle basolatéral des cellules et des sections transversvales XY ont été réalisées. 
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partenaires dans le cytoplasme, nous avons réalisé une immunoprécipitation de la Galectine-

3 cytoplasmique et nous avons cherché la présence d’un éventuel complexe 

EGFR/Galectine-3 à l’aide d’un anticorps anti-EGFR. 

 

 

 

 

 

 

Figure 32 : Interaction Galectine-3/EGFR dans le cytoplasme des lignées Capan-1 

contrôle et invalidée pour Galectine-3. Immunoprécipitation de Galectine-3 cytoplasmique 

et western-blot EGFR. 

 

Un complexe EGFR/Galectine-3 est observé dans le cytoplasme des cellules Capan-1. 

Comme attendu dans la lignée invalidée pour Galectine-3, seule une très faible quantité de 

Galectine-3 a été retrouvée dans l’immunoprécipité de l’EGFR exprimant encore une très 

faible quantité de Galectine-3 malgré l’ARN interférence (Figure 32). 

. 

Ainsi Galectine-3 et l’EGFR semble interagir dans le cytoplasme.  

 

VII.  Rôle de la Galectine-3 dans la localisation cellulaire de MUC1 
 

Le fait que Galectine-3 module l’interaction MUC1/EGFR et les voies de signalisation 

en aval de l’EGFR pourrait s’expliquer par un changement de localisation des différents 

acteurs dans la cellule. La Galectine-3 est décrite comme une protéine synthétisée dans le 

cytoplasme, mais elle peut présenter ensuite différentes localisations suite à son trafic 

intracellulaire. Nous avons étudié la distribution cellulaire de la Galectine-3 dans les cellules 

Capan-1 en utilisant un double marquage par la phalloïdine (actine cytoplasmique) d’une part, 

et par le DAPI (noyau) d’autre part. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Localisation cellulaire de MUC1 dans les lignées Capan-1 contrôle et 

invalidée pour Galectine-3. (A) Etude de la distribution cellulaire de MUC1 en microscopie 

confocale. Des co-marquages par la toxine cholérique (membrane plasmique) et par le DAPI 

(noyau) ont été réalisés. Des sections XZ allant du pôle apical au pôle basolatéral des cellules 

et des sections transversvales XY ont été réalisées. (B) Effet de la Galectine-3 recombinante 

sur la localisation de MUC1. 
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Les résultats montrent que la Galectine-3 est retrouvée à la surface cellulaire, dans le 

cytoplasme et le noyau des cellules Capan-1 Sc (Figure 31). Comme attendu, l’expression de 

la Galectine-3 est fortement inhibée dans la lignée Capan-1 Sh1. 

 

Nous avons étudié l’impact de l’inhibition de la Galectine-3 sur la distribution cellulaire 

de MUC1 en utilisant d’une part un marquage de la membrane plasmique à l’aide de la toxine 

cholérique et d’autre part un marquage du noyau à l’aide du DAPI. MUC1 a été détectée à 

l’aide de l’anticorps 214D4 qui reconnaît la région extracellulaire de MUC1. 

 

  Dans les cellules Capan-1 exprimant Galectine-3, MUC1 est localisée à la membrane 

cellulaire, de facon circonférentielle comme le montre le co-marquage avec la toxine 

cholérique (Figure 33, A (a)). De plus, comme observé dans le PDAC, MUC1 est présent 

dans le cytoplasme des cellules (Figure 33, A (a)). Avec l’anticorps 214D4 qui reconnaît la 

partie extracellulaire de MUC1, aucun marquage n’est retrouvé au niveau nucléaire 

(Figure 33, A (b)). Dans les cellules Capan-1 invalidées pour Galectine-3 Sh1, MUC1 est 

retrouvée au niveau de la membrane cellulaire de façon circonférentielle, mais pas dans le 

cytoplasme (Figure 33, A (c)). Afin d’établir clairement la relation entre la Galectine-3 et la 

présence de MUC1 dans le cytoplasme, nous avons étudié l’effet de Galectine-3 recombinante 

ajoutée de façon exogène dans le milieu de culture des cellules Capan-1 invalidées pour 

Galectine-3. Au bout de 36 h d’incubation en présence de Galectine-3, une redistribution 

cytoplasmique de MUC1 est observée dans les cellules (Figure 33, B (a)). 

 

Nous avons fait appel à une analyse complémentaire en cytométrie en flux pour étudier 

la localisation membranaire (Figure 35, A)  et cytoplasmique (Figure 35, B) de MUC1 dans 

les cellules contrôle et invalidées pour Galectine-3 en comparant les profils obtenus avec et 

sans perméabilisation membranaire. Les résultats ont permis de mettre en évidence que la 

mucine MUC1 est localisée dans le cytoplasme des cellules exprimant Galectine-3 mais 

pas dans le cytoplasme des cellules invalidées pour la Galectine-3 (Figure 35, B). 

 

 



 

Figure 34 : Localisation cellulaire de l’EGFR dans les lignées Capan-1 contrôle et 

invalidée pour Galectine-3. Etude de la distribution cellulaire de l’EGFR en microscopie 

confocale. Des co-marquages par la toxine cholérique (membrane plasmique) et par le DAPI 

(noyau) ont été réalisés : (A) Sans traitement par l’EGF et (B) Avec traitement par l’EGF. 
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Figure 35 : Expression de MUC1 membranaire et totale des lignées Capan-1 contrôle et 

invalidée pour Galectine-3. Etude de l’expression de MUC1 par cytométrie en flux : (A) 

sans perméabilisation et (B) avec perméabilisation. 

 

Ainsi Galectine-3 est responsable de la présence intracytoplasmique de MUC1 dans 

les cellules Capan-1. Deux hypothèses peuvent expliquer la présence de MUC1, accumulée, 

dans le cytoplasme des cellules tumorales pancréatiques (i) un défaut d’adressage 

membranaire ou (ii) une intensification de l’endocytose de MUC1.  

 

Etant donné les interactions mises en évidence entre la Galectine-3 et l’EGFR, nous 

avons également étudié l’influence de Galectine-3 sur la distribution cellulaire de l’EGFR en 

microscopie confocale sur nos lignées cellulaires préalablement traitées ou non à l’EGF. 

 

VIII. Rôle de la Galectine-3 dans la localisation cellulaire de l’EGFR 
 

  En absence de traitement par l’EGF et en présence de Galectine-3, le récepteur est 

retrouvé dans le cytoplasme, dans la région périnucléaire ainsi que dans le noyau (Figure 34 

A). Le traitement par l’EGF dans ces cellules ne change pas la distribution de l’EGFR. En 

absence de Galectine-3 et de traitement à l’EGF, l’EGFR perd sa localisation cytoplasmique 

et devient membranaire (Figure 34 A). Le traitement par l’EGF de ces cellules induit la 

localisation cytoplasmique et nucléaire du récepteur (Figure 34 B).  

 



 

Figure 36 : Colocalisation MUC1/EGFR dans les lignées Capan-1 contrôle et invalidée 

pour Galectine-3. Etude de la distribution cellulaire de l’EGFR et de MUC1 en microscopie 

confocale. Des co-marquages de l’EGFR et MUC1 ont été réalisés : (a) dans la lignée Capan-

1 contrôle sans traitement par l’EGF, (b) dans la lignée Capan-1 contrôle avec traitement par 

l’EGF, (c) dans la lignée Capan-1 invalidée Galectine-3 sans traitement par l’EGF et (d) dans 

la lignée Capan-1 invalidée Galectine-3 avec traitement par l’EGF. 
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Ainsi il est possible de suggérer que Galectine-3 induit l’endocytose de l’EGFR en 

absence de traitement à l’EGF dans les cellules tumorales pancréatiques Capan-1. Cette 

endocytose de l’EGFR est associée à une activation du récepteur comme observée lors de 

l’immuno-précipitation de l’EGFR (Figure 27). 

 

IX. Localisation de MUC1 et l’EGFR 
 

Les analyses biochimiques ont mis en évidence qu’en absence de Galectine-3, MUC1 

et l’EGFR interagissent fortement. Les analyses de microscopie ont, quant à elles, montré que 

ces deux partenaires étaient localisés au niveau cytoplasmique et/ou à la membrane cellulaire 

dans les cellules contrôle et uniquement à la membrane cellulaire en absence de Galectine-3. 

Des co-marquages MUC1/EGFR ont été réalisés dans le but de mettre en évidence des 

co-localisations de ces partenaires.  

 

En absence de traitement par l’EGF et en présence de Galectine-3, MUC1 et l’EGFR 

sont colocalisés au niveau cytoplasmique dans des compartiments intracellulaires (Figure 36, 

(a)). Le traitement par l’EGF semble induire une augmentation de la colocalisation 

cytoplasmique des deux partenaires (Figure 36, (b)). En absence de traitement par l’EGF et 

de Galectine-3, MUC1 et l’EGFR sont colocalisés à la membrane cellulaire (Figure 36, (c)). 

Comme observé précédemment, le traitement par l’EGF induit l’endocytose du récepteur et la 

perte de la colocalisation de ces partenaires (Figure 36, (d)).  

 

Ainsi, en présence de Galectine-3, MUC1 et l’EGFR sont colocalisés dans des 

compartiments intracellulaires alors qu’en absence de Galectine-3 ils sont colocalisés à 

la membrane cellulaire. 

 

X. Endocytose de MUC1 et l’EGFR 
 

Ainsi, l’hypothèse la plus vraisemblable pour expliquer la localisation intracellulaire 

de MUC1 et de l’EGFR dans les cellules contrôles est l’endocytose. Selon cette hypothèse, 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 37 : Endocytose de MUC1 dans les lignées Capan-1 contrôle et invalidée pour 

Galectine-3. Etude de l’endocytose de MUC1 en microscopie confocale. Un co-marquage 

avec EEA1 (endosomes précoces) a été réalisé : (a) dans la lignée Capan-1 contrôle et (b) 

dans la lignée Capan-1 invalidée Galectine-3. 

 

 

 

 

 

 

Figure 38 : Endocytose de MUC1 restaurée dans la lignée Capan-1 invalidée pour 

Galectine-3 après ajout de Galectine-3 recombinante. Etude de l’endocytose de MUC1 en 

microscopie confocale. Un co-marquage avec EEA1 (endosomes précoces) a été réalisé après 

ajout de Galectine-3 recombinante dans le milieu extracellulaire durant 36 heures. 
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l’endocytose de MUC1 et de l’EGFR serait régulée par Galectine-3. Nous avons ainsi étudié 

le phénomène d’endocytose de MUC1 et de l’EGFR en utilisant un co-marquage des 

endosomes précoces avec le marqueur EEA1. 

 

En présence de Galectine-3, MUC1 est colocalisée à l’intérieur des cellules avec 

EEA1 marqueur d’endosomes précoces (Figure 37, (a)) contrairement aux cellules invalidées 

pour Galectine-3 où MUC1 est uniquement membranaire (Figure 37, (b)). Afin d’établir 

clairement la relation entre la Galectine-3 et l’endocytose de MUC1, nous avons étudié l’effet 

provoqué par l’addition de Galectine-3 recombinante dans le milieu de culture des cellules 

Capan-1 invalidées pour Galectine-3. Au bout de 36 h, MUC1 est colocalisée dans les 

endosomes précoces (Figure 38). Ainsi, la présence de Galectine-3 est nécessaire pour 

l’endocytose de MUC1. Nous avons ensuite étudié l’EGFR. 

 

En présence de Galectine-3, la colocalisation de l’EGFR avec EEA1 dans les cellules 

contrôles et traitées met en évidence que l’EGFR est endocyté en condition sans EGF et avec 

traitement par l’EGF (Figure 39, (a) et (b)). En ce qui concerne le récepteur, en absence de 

Galectine-3 et de traitement par l’EGF, aucune colocalisation n’est visible puisque le 

récepteur est localisé essentiellement à la membrane (Figure 39, (c)). Le traitement par 

l’EGF, comme attendu, provoque la colocalisation de l’EGFR et de EEA1 mettant en 

évidence l’endocytose du récepteur (Figure 39, (d)).  

 

Ainsi MUC1 et l’EGFR sont bien endocytés en présence de Galectine-3. De plus, 

en présence de Galectine-3, l’EGFR semble activé de manière constitutive, comme vu 

précédemment (Figure 27), ce qui expliquerait sa localisation cytoplasmique dans les 

cellules tumorales pancréatiques Capan-1. En absence de Galectine-3, MUC1 et l’EGFR 

ne sont pas endocytés en conditions basales. En revanche, le traitement par l’EGF induit 

l’endocytose de l’EGFR. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 39 : Endocytose de l’EGFR dans les lignées Capan-1 contrôle et invalidée 

pour Galectine-3. Etude de l’endocytose l’EGFR en microscopie confocale. Un co-marquage 

avec EEA1 (endosomes précoces) a été réalisé : (a) dans la lignée Capan-1 contrôle sans 

traitement par l’EGF, (b) dans la lignée Capan-1 contrôle avec traitement par l’EGF, (c) dans 

la lignée Capan-1 invalidée Galectine-3 sans traitement par l’EGF et (d) dans la lignée 

Capan-1 invalidée Galectine-3 avec traitement par l’EGF. 
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Figure 40 : Trafic intracellulaire de MUC1 dans la lignée Capan-1 contrôle. Etude du 

trafic intracellulaire de MUC1 en microscopie confocale. Des co-marquages avec EEA1 

(endosomes précoces), M6PR (endosomes tardifs), Rab11 (endosomes de recyclage) et 

LAMP1 (lysosomes) ont été réalisés. 
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Figure 41 : Etude de la fluorescence après clonage et transfection de la construction 

MUC1-M1-GFP dans les lignées Capan-1 contrôle et invalidée pour Galectine-3. Etude 

de la fluorescence de MUC1-M1-GFP en microscopie confocale.  
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Figure 42 : Adressage membranaire de MUC1 et MUC1-M1-GFP dans la lignée Capan-1 

contrôle. Etude du trafic intracellulaire de MUC1 et MUC1-M1-GFP en microscopie 

confocale au temps 0, 10, 30 et 60 minutes. Un marquage de MUC1 endogène avec 

l’anticorps 214D4 a été réalisé. 
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Nous avons étudié les étapes ultérieures de l’endocytose dans les cellules témoins 

Capan-1, en utilisant des co-marquages avec différents marqueurs de compartiments 

subcellulaires de la voie de l’endocytose : Rab11 marqueur des endosomes de recyclage, 

M6PR marqueur des endosomes tardifs et Lamp1 marqueur des lysosomes. 

 

MUC1 est colocalisée avec EEA1 marqueur des endosomes précoces, M6PR 

marqueur des endosomes tardifs et LAMP1 marqueur des lysosomes (Figure 40). Ceci 

montre que MUC1 suit une voie de dégradation lysosomiale. Aucune colocalisation de MUC1 

avec Rab11 n’a été observée, ce qui est en adéquation avec certaines données de la littérature 

décrivant un recyclage de MUC1 depuis la membrane plasmique vers l’appareil de Golgi. 

 

Ainsi MUC1 semble emprunter une voie de dégradation lysosomiale suite à son 

endocytose dans les cellules Capan-1 (Figure 40). 

 

XI. Etude du trafic intracellulaire de MUC1 à l’aide d’une construction fluorescente 
 

Dans le but d’étudier le trafic intracellulaire, nous avons utilisé une construction de 

MUC1 couplée à la GFP, constituée de six répétitions en tandem et d’un site de clivage SEA 

non fonctionnel. Cette construction n’est donc pas clivée pour libérer le fragment C-terminal 

de MUC1. Cette construction (MUC1-M1-GFP) a été transfectée dans les cellules Capan-1 Sc 

et Sh. Un clonage cellulaire a ensuite été effectué afin de sélectionner les clones présentant la 

plus forte fluorescence. Dans un premier temps, nous avons étudié la localisation de cette 

construction. 

 

La construction MUC1-M1-GFP présente une localisation membranaire circonférentielle 

et cytoplasmique en présence de Galectine-3. En absence de Galectine-3, la construction est 

uniquement membranaire circonférentielle. Ces localisations sont similaires à celles 

observées précédemment pour MUC1 avec l’anticorps 214D4. Ainsi la construction 

semble à première vue adéquate pour étudier le trafic intracellulaire de MUC1 

(Figure 41). 



 

 

 

 

                MUC1-M1-GFP   MUC1       MERGE 

   

 

0 

 

 

10 

 

 

 

30 

 

 

 

60 

 

Figure 43 : Adressage membranaire de MUC1 et MUC1-M1-GFP dans la lignée Capan-1 

invalidée pour Galectine-3. Etude du trafic intracellulaire de MUC1 et MUC1-M1-GFP en 

microscopie confocale au temps 0, 10, 30 et 60 minutes. Un marquage de MUC1 endogène 

avec l’anticorps 214D4 a été réalisé. 
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  Ensuite, nous avons étudié le trafic intracellulaire de cette construction en 

microscopie confocale en utilisant un double-marquage avec MUC1 endogène. Les cellules 

ont subi un traitement avec de la cycloheximide pour bloquer la synthèse protéique et ont été 

placées à 20 °C afin de bloquer les protéines dernièrement synthétisées dans le Golgi. Les 

cellules sont ensuite remises à 37°C pour relancer le trafic intracellulaire des protéines. La 

fluorescence de la construction a été comparée à la distribution cellulaire de MUC1 endogène, 

visualisée avec l’anticorps 214D4 

 

En présence de Galectine-3, MUC1-M1-GFP et MUC1 sont localisées dans l’appareil 

de Golgi de la cellule au temps 0 min. Aux temps 10 min et 30 min, elles apparaissent dans le 

cytoplasme puis petit à petit à la membrane où un léger marquage apparaît (Figure 42).  

 

 En absence de Galectine-3, au temps 0 min, MUC1-M1-GFP et MUC1 sont 

localisées dans l’appareil de Golgi. Elles sont également à la membrane. Cette localisation 

pourrait être liée à l’inhibition de l’endocytose de MUC1 en absence de Galectine-3 

témoignant d’un moindre turnover de ces protéines membranaires. Aux temps 10 min, 30 min 

et 60 min, MUC1-M1-GFP et MUC1 apparaissent dans le cytoplasme de la cellule puis à la 

membrane cellulaire (Figure 43). 

 

Ainsi, ces modèles cellulaires transfectés par la construction MUC1-M1-GFP 

apparaissent intéressants pour étudier de façon plus approfondie le rôle de la 

Galectine-3 dans le trafic intracellulaire de MUC1. En effet, ces modèles exprimant une 

construction fluorescente de MUC1 vont permettre de suivre le trafic intracellulaire en temps 

réel depuis l’appareil de Golgi jusqu’à la membrane cellulaire ainsi que l’endocytose de la 

construction des cellules contrôles. Nous pourrons également étudier le rôle de l’addition 

exogène de Galectine-3 couplée à un fluorochrome afin de suivre en parallèle l’endocytose de 

MUC1 et de la Galectine-3.  

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 44 : Schéma récapitulatif du rôle de la Galectine-3 dans les cellules Capan-1.

L’absence de GAL-3 favorise :

ERK 1, 2

EGFR       EGFR MUC1          Galectine-3
activé par 
EGF 

2
2:  la translocation nucléaire de l’EGFR

1
1: la formation du complexe EGFR-MUC1 
et l’activation de la voie Erk1, 2

 

La présence de GAL-3 favorise :

EGFR       EGFR                MUC1          Galectine-3
activé par 
EGF 

2

2: la prolifération cellulaire via l’expression de 
la cycline D1

1
1: l’endocytosede l’EGFR en sevrage et de 
MUC1 et leur colocalisation
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XII. Conclusion 
 

L’ensemble de ces résultats met en évidence le rôle de la Galectine-3 dans le trafic 

intracellulaire de MUC1 et l’EGFR et dans leurs interactions moléculaires. En effet, la 

Galectine-3 semble favoriser l’endocytose de MUC1 et l’EGFR et leur colocalisation 

intracellulaire. De plus, cette Galectine favorise l’expression de la Cycline D1 et la 

prolifération cellulaire dans les cellules tumorales pancréatiques Capan-1 (Figure 44). En 

absence de Galectine-3, l’interaction de MUC1 et l’EGFR à la membrane, l’activation de 

l’EGFR, l’activation de la voie de signalisation Erk 1, 2 en aval de l’EGFR et la translocation 

nucléaire du récepteur sont augmentés (Figure 44). Enfin, en absence de Galectine-3, les 

cellules tumorales pancréatiques Capan-1 présentent un pouvoir invasif plus important en 

absence de stimulation par l’EGF. 
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DISCUSSION 

 

 

  La  mucine  membranaire  MUC1  est  observée au  pôle  apical  des  cellules  épithéliales. 

Dans  beaucoup  de  cancers  dont le  PDAC,  cette  mucine  est  à  la  fois  surexprimée  mais 

également délocalisée circonférentiellement à la membrane et/ou dans le cytoplasme (Awaya 

et al., 2004, Van Heek et al., 2004, Aishima et al., 2006). La rétention cytoplasmique de la 

mucine membranaire MUC1 au niveau des cellules ponctionnées à l’aiguille fine à partir des 

lésions  pancréatiques  est  utilisée  par  les  pathologistes  comme  indicateur  de  malignité.  De 

nombreuses  études  ont  été  publiées  sur  les  anomalies  de  distribution  cellulaire  de  MUC1, 

cependant aucune d’entre elles n’apporte d’éléments sur les mécanismes impliqués dans cette 

rétention cytoplasmique ni sur les effets fonctionnels au niveau de la progression tumorale. Le 

but de ce travail a été d’étudier l’éventuel rôle d’une  lectine  endogène,  la  Galectine-3,  dans 

ces mécanismes. 

 

Notre  étude  en  immunohistochimie  sur  une  série  de  tissus  pancréatiques  a  mis  en 

évidence la surexpression de MUC1 et les anomalies de distribution cellulaire de MUC1 dans 

les cellules tumorales pancréatiques. Des études antérieures du laboratoire au sein de cellules 

épithéliales  entérocytaires  avaient  montré  que  le  trafic  intracellulaire  de  certaines 

glycoprotéines  dont  MUC1  était  dépendant  d’un membre  de  la  famille  des  galectines.  Des 

études publiées par le Dr D. Delacour et collaborateurs ont aussi mis en évidence le rôle de la 

Galectine-3  dans  le  trafic  intracellulaire  de  la  LPH  dans  les  cellules  MDCK.  De  plus,  ces 

travaux avaient révélé l’affinité de la Galectine-3 pour des glycoprotéines apicales telles que 

MUC1 et le CEA. En effet, dans le cas de MUC1, la Galectine-3 peut interagir avec les O-

glycannes  portés  par  les  TR  ou  les N-glycannes  fixés  sur  le  résidu  Asn-36  de  la  région  C-

terminale de MUC1 (Ramasamy et al., 2007). Ainsi nous avons étudié le rôle de la Galectine-

3 dans le trafic intracellulaire de MUC1 et d’autres glycoprotéines dans les cellules tumorales 

pancréatiques. Deux hypothèses pouvaient expliquer les anomalies de localisation de MUC1 

dans  les  cellules  tumorales :  un  défaut  d’adressage  membranaire  qui  serait  accompagné  de 

l’accumulation  de  MUC1  dans  les  vésicules  de  transport  ou  une intensification  de 

l’endocytose de MUC1 dans les corps endosomaux. Nos résultats ont montré que l’inhibition 

d’expression  de  la  Galectine-3  entraîne  une  diminution  de  l’expression  de  MUC1.  Ces 
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résultats  suggèrent  que  la Galectine-3  nucléaire  stimule  la  transcription  de MUC1.  D’autre 

part, l’inhibition de l’expression de la Galectine-3 entraîne une redistribution de MUC1 à la 

membrane plasmique et une disparition de sa distribution intracellulaire. Ces modifications de 

distribution cellulaire sont abolies par le traitement des cellules invalidées pour la Galectine-3 

avec de la Galectine-3 recombinante ajoutée dans le milieu de culture. Nos résultats montrent 

donc  que  la  Galectine-3  exogène  induit  l’endocytose  de  MUC1  mettant  en  évidence 

l’implication  de  cette  Galectine  dans  l’internalisation  de  MUC1  dans  les  cellules  tumorales 

pancréatiques. Il est possible que la Galectine-3 interagisse avec MUC1 à la surface cellulaire 

par  l’intermédiaire  de  son  affinité  lectinique,  et  que  le  complexe  MUC1/Galectine-3  soit 

internalisé ensuite par endocytose. En effet, les galectines peuvent être sécrétées via une voie 

de sécrétion non conventionnelle dans le milieu extracellulaire (Hughes, 1999). D’autre part, 

elles présentent la propriété de se fixer rapidement aux glycolipides ou aux glycoprotéines de 

la surface cellulaire et d’être ainsi endocytées (Furtak et al., 2001, Stechly et al., 2009). Dans 

les  cellules  contrôles,  la  Galectine-3  sécrétée  de  manière  constitutive  pourrait  de  la  même 

façon se fixer à MUC1 et entraîner son endocytose. MUC1 endocytée pourrait ensuite suivre 

deux voies : la dégradation par voie endo-lysosomiale ou le recyclage via l’appareil de Golgi. 

En effet, MUC1 est décrit comme étant constitutivement internalisée et recyclée via le TGN 

(Litvinov et Hilkens, 1993) expliquant ainsi son absence dans les endosomes de recyclage. Il 

a été décrit que la glycosylation incomplète de MUC1 favorise son endocytose via des puits 

coatés  de  clathrine  (Altschuler et  al.,  2000).  Dans  les  cellules  tumorales  pancréatiques, 

comme dans toute cellule tumorale, une glycosylation aberrante de MUC1 avec des glycannes 

immatures est probable. On peut donc proposer que l’interaction MUC1/Galectine-3 soit ainsi 

renforcée. Nos travaux décrivent le trafic intracellulaire de MUC1 et aussi vraisemblablement 

ses interactions moléculaires. 

 

Plusieurs études ont montré l’existence d’interactions entre MUC1 et EGFR. En effet, 

MUC1 inhibe la dégradation de l’EGFR et favorise son recyclage à la membrane cellulaire et 

sa localisation nucléaire (Pochampalli et al., 2007, Bitler et al., 2010). De même, l’activation 

de l’EGFR par l’EGF induit la phosphorylation de MUC1CT, ce qui favorise l’interaction de 

MUC1  CT  avec  la β-caténine  (Singh  and  Hollingsworth, 2006).  D’autre  part,  MUC1  induit 

l’expression  de  la  Galectine-3  qui  favorise  l’interaction  entre  MUC1  et  l’EGFR  dans  les 

lignées  cellulaires  tumorales  mammaires  (Ramasamy et  al.,  2007).  Toutes  ces  données 

suggèrent  que  les  interactions entre  MUC1,  l’EGFR  et  la  Galectine-3  ont  un  rôle  important 
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dans la régulation de l’activité transcriptionnelle et des voies de signalisation dans les cellules 

épithéliales. En absence de stimulation par l’EGF, l’EGFR est constitutivement internalisé et 

recyclé  vers  la  surface  cellulaire  (Resat et  al.,  2003)  ce  qui  explique  la  localisation 

membranaire  du  récepteur  observée  dans  les cellules  invalidées  pour  la  Galectine-3  non 

traitées  par  l’EGF.  Lorsque  les  cellules  sont  traitées  par  l’EGF,  l’EGFR  est  internalisé 

essentiellement  par  endocytose via des  puits  recouverts  de  clathrine  et  est  adressé  dans  les 

endosomes  précoces.  Durant  la  maturation  des  endosomes,  le  complexe  EGF/EGFR  est  soit 

recyclé vers la membrane cellulaire soit adressé vers les lysosomes pour être dégradé (Sorkin 

et  Goh,  2009).  Tout  comme  MUC1,  le  récepteur  EGFR  est substitué  par  des  chaînes 

N-  et O-glycanniques  auxquelles la  Galectine-3  est  suceptible de  se  fixer.  Nos  résultats 

suggèrent  qu’en  absence  de  stimulation  par l’EGF,  la  Galectine-3  pourrait  activer 

l’endocytose  de  l’EGFR  et  que  l’EGFR  pourrait  être  soit  dégradé  ou  recyclé.  Etant  donné 

l’effet  similaire  de  la  Galectine-3  sur  MUC1 et  l’EGFR  et  de  l’absence  de  formation  du 

complexe MUC1/EGFR en présence de Galectine-3, il semble que MUC1 et l’EGFR soient 

endocytés de manière indépendante en présence de Galectine-3. 

 

Des travaux de la littérature ont également montré que le traitement par l’EGF induit 

la  translocation  nucléaire  de  l’EGFR  de  la  membrane  cellulaire  à  la  région  périnucléaire  et 

nucléaire  (Emlet et  al.,  1997,  Hsu  et  Hung,  2007).  Cet  import  nucléaire  dépend  d’un  signal 

tripartite localisé dans la région juxtamembranaire de l’EGFR (Hsu et Hung, 2007). Le signal 

de  localisation  nucléaire  de  l’EGFR  est  reconnu  par  l’importine α  qui  forme  un  complexe 

avec l’importine β1 afin de permettre l’import nucléaire du récepteur (Lo et al., 2006, Wang 

et  al.,  2010).  De  plus,  MUC1  induit  l’accumulation  nucléaire  et  l’interaction  avec  l’ADN 

(Bitler et  al.,  2010)  de  l’EGFR  dans  les  cellules  tumorales  mammaires.  Dans  notre  étude, 

nous  avons  montré  que  le  traitement  par  l’EGF favorise  l’internalisation  de  l’EGFR  et  sa 

translocation  perinucléaire  et  nucléaire  dans les  cellules  tumorales  pancréatiques.  De  plus 

l’inhibition de l’expression de la Galectine-3 augmente la translocation nucléaire de l’EGFR 

et  sa  phosphorylation.  De  manière  intéressante,  la  Galectine-3 voyage  entre  le  noyau  et  le 

cytoplasme (Davidson et al., 2006) et son import nucléaire implique également le complexe 

importine α/β1  (Nakahara et  al.,  2006).  Nous  avons  mis  en  évidence  que  l’EGFR  est  un 

nouveau  partenaire  protéique  glycosylé  de  la  Galectine-3  dans  les  cellules  tumorales 

pancréatiques et que la quantité d’EGFR nucléaire est inversement corrélée à la présence de 

Galectine-3. Les mécanismes par lesquels la Galectine-3 contrôle la localisation nucléaire ou 
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cytoplasmique de l’EGFR sont encore indéterminés. Cependant nos résultats suggèrent que la 

Galectine-3 se fixe de manière directe à l’EGFR et pourrait le séquestrer dans le cytoplasme, 

ce  qui  empêcherait  son  import  nucléaire.  Cependant  d’autres  mécansimes  ne  sont  pas  à 

exclure.  

 

Nos travaux ont aussi montré que la Galectine-3 module l’activation du récepteur de 

l’EGF et les voies de signalisation en aval. En effet, la présence d’un pool important d’EGFR 

à la membrane cellulaire en absence de Galectine-3 permet l’activation importante de l’EGFR 

et de la voie Erk 1, 2 après stimulation par l’EGF, en accord avec l’expression plus forte de 

l’EGFR à la membrane cellulaire. Par contre, en présence de Galectine-3, l’EGFR, en partie 

dans  le  cytoplasme  et  donc  en  plus  faible quantité  à  la  membrane  cellulaire,  induit  une 

activation  plus  faible  de  la  voie  Erk  1,  2 après  stimulation  par  l’EGF.  D’autre  part, 

l’implication  de  MUC1  dans  l’activation  de  l’EGFR  en  absence  de  Galectine-3  est  mise  en 

évidence par l’augmentation importante de complexe EGFR/MUC1 observée dans les cellules 

invalidées  par  Galectine-3.  De  plus,  la  Galectine-3  est  décrite  comme  pouvant  se  fixer  à 

KRAS  une  fois  activée  et  ainsi  atténuer  l’activation  d’ERK  en  aval de  l’EGFR  dans  les 

cellules exprimant KRAS muté G12V (Elad-Sfadia et al., 2004). Comme les cellules Capan-1 

portent cette mutation (Loukopoulos et al., 2004), nous proposons que la Galectine-3 pourrait 

affecter  la  voie  de  signalisation  EGFR/MUC1/RAS/RAF/Erk  à  différents  niveaux  dans  les 

cellules  tumorales  pancréatiques  en  inhibant l’expression  de  MUC1  et  de  l’EGFR  à  la 

membrane cellulaire, leurs interactions et/ou l’activité de KRAS. 

 

Nous  avons  mis  en  évidence  que  la  Cycline  D1  est  régulée  positivement  par  la 

Galectine-3 et que son taux d’expression est corrélé à celui de MUC1CT en accord avec des 

données antérieures (Song et al., 2009, Bitler et al., 2010). La Galectine-3 joue un rôle dans la 

prolifération cellulaire par l’intermédiaire de l’augmentation de l’expression de la Cycline D1. 

En  revanche,  la  présence  de Galectine-3  semble  diminuer  le  pouvoir  invasif  des  cellules 

tumorales  pancréatiques  en  conditions  basales.  En  effet,  les  cellules  invalidées  pour  la 

Galectine-3 présentent un taux d’invasion tumorale sur collagène similaire à celui des cellules 

contrôles stimulées par l’EGF. Ceci suggère que le récepteur soit activé constitutivement dans 

les cellules invalidées par l’interaction entre MUC1 et l’EGFR. Cette hypothèse est en accord 

avec les observations mettant en évidence une augmentation brève et forte de la voie Erk 1, 2. 
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Il  est  intéressant  de  souligner que  dans  les  modèles  murins,  l’invalidation  de  la  Galectine-3 

n’empêche pas la progression tumorale (Eude-Le Parco et al., 2009). 

 

En conclusion, nous avons apporté des éléments mettant en évidence le rôle de la 

Galectine-3  dans  le  trafic  intracellulaire de  MUC1  et  de  l’EGFR,  leurs  interactions 

moléculaires  et  dans  leurs  effets  cellulaires  au  niveau  des  cellules  tumorales 

pancréatiques humaines. 
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PERSPECTIVES 

 

 

Les perspectives de ce travail se situent au niveau :  

 

des rôles de la Galectine-3 dans le trafic intracellulaire de MUC1 et de l’EGFR 

 

La  mise  au  point  des  mini-constructions  de  MUC1  (MUC1-M1-GFP  et  MUC1-M2-

GFP) possédant 6 TR ainsi qu’un site de clivage non fonctionnel (M1) ou fonctionnel (M2) 

dans notre modèle cellulaire confirmerait nos premiers résultats et permettrait d’étudier 

le  trafic  de  MUC1  de  manière  dynamique  à  l’aide  de  la  microscopie Time-lapse.  La 

transfection  de  MUC1-M1-GFP  dans  notre  modèle  cellulaire  a  déjà  montré  que  l’outil 

présente  une  localisation  similaire  à  la  mucine  MUC1  endogène  et  qu’il  était  donc  adéquat 

pour cette étude. Un travail identique avec MUC1-M2-GFP permettrait d’étudier l’implication 

fonctionnelle du clivage du domaine SEA avec libération du fragment C-terminal de MUC1. 

Dans un deuxième temps, l’utilisation de ces constructions et de marqueurs de compartiments 

cellulaires  pourrait  permettre  de  mettre  en  évidence  un  éventuel rôle  de  Galectine-3  dans 

l’adressage  membranaire  de  MUC1,  son recyclage  ou  encore  sa  dégradation.  Enfin,  la 

présence de tags aux extrémités C-terminales et N-terminales de ces constructions donne la 

possibilité  de  suivre  le  trafic  intracellulaire  des  deux  sous-unités  de  MUC1 

(extracellulaire  et  MUC1CT)  indépendamment  l’une  de  l’autre.  Ainsi,  le  rôle  de  la 

Galectine-3 dans le trafic des sous-unités pourra être connu. 

 

En ce qui concerne l’EGFR, un travail similaire est envisagé. En effet, l’obtention de 

construction  EGFR-Cherry  va  permettre d’étudier  le  rôle  de  la  Galectine-3  dans  le  trafic 

intracellulaire  du  récepteur  (endocytose,  recyclage  et dégradation)  de  manière 

dynamique  après  transfection  de  cette  construction.  Les  constructions  et  du  FRAP 

(Fluorescence  Recovery  After  Photobleaching)  vont  quant  à  elles  permettre d’étudier  les 

mécanismes  régulant  l’import et  l’export  nucléaire  du  récepteur  en  évaluant  les 

coefficients de diffusion. 

 

 



74 

 

le rôle de la Galectine-3 dans les voies de signalisation et les réponses biologiques  

 

Nous  avons  mis  en  évidence  que  la  Galectine-3  inhibe  l’interaction  entre  MUC1  et 

l’EGFR et l’activation du récepteur après traitement par l’EGF, ce qui a pour effet de moduler 

l’intensité d’activation de la voie Erk1, 2. D’autres voies de signalisation (AKT, Src…) sont 

également activées par l’EGFR via des résidus autres que la Tyr1173. Ainsi, il serait intéressant 

d’étudier l’effet de la Galectine-3 sur le recrutement de ces voies de signalisation, ce qui 

pourrait  expliquer  les  effets  observés  sur  la  prolifération  ou  le  potentiel  invasif  de  nos 

modèles  cellulaires.  En  effet,  la  Galectine-3  favorise  la  prolifération  cellulaire  et  inhibe  le 

phénotype invasif des cellules tumorales pancréatiques. L’utilisation d’inhibiteurs spécifiques 

de  l’EGFR,  des  voies  MAPK,  PI3K/AKT  et Src  ou  encore  d’anticorps  anti-Galectine-3 

confirmerait  nos  premiers  résultats  et déterminerait  les  voies  impliquées  dans  la 

prolifération ou le potentiel invasif de nos modèles. 



 

 

 

 

 

 

Matériel et Méthodes 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 

 
 
I. Obtention des vecteurs short hairpin RNA (shRNA) anti Galectine-3 (GAL-3) 

 

Trois séquences ont été ciblées dans le gène LGALS3 (Homo sapiens Lectin, 

galactoside-binding soluble 3, NM_002306) avec l’aide d’un logiciel d’alignement de 

séquences (BLAST) afin d’obtenir des shRNA spécifiques de 21 et 19 pb. La première 

(shARN1), selon Henderson et al., (2006), est située dans la partie 3’ de l’exon 5 

(GAAGAAAGACAGTCGGTTT, % G+C=42,10 %), la deuxième (shARN2) est localisée 

dans la partie 3’ de l’exon 4 (AAGCCCAATGCAAACAGAATT, % G+C=38,09 %) et la 

troisième (shARN3), selon Peng et al., (2008), est située dans l’exon 5 

(GAGAGTCATTGTTTGCAAT, % G+C=36,84 %) plus en amont que la première 

construction. L’appariement des deux oligonucléotides complémentaires dans le tampon 

d’appariement (Tris-HCl 10 mM, pH 7,5, EDTA disodique 1 mM, NaCl 10 mM, MgCl2 10 

mM) est faîte durant 3 minutes à 90 °C en bain marie puis jusqu’au refroidissement du bain 

marie à 37 °C. 

 

Les trois constructions sont ensuite clonées séparément dans le vecteur 

pSuper.retro.puro (Oligoengine Inc) permettant une expression forte de nos trois shARN 

grâce au promoteur du cytomégalovirus. Le vecteur est ouvert au niveau des sites BglII et 

HindIII par hydrolyse enzymatique durant 2 h à 37 °C pour chaque enzyme de restriction 

(Boehringer).  

 

- Plasmide (2 µg)          20,5 µL 

- Tampon de l’enzyme 10X       5 µL 

- Enzyme BglII/HindIII (40 U/µL)      6 µL 

- Tris-HCl 10 mM, EDTA disodique 1mM   qsp 50 µL 

 

Les produits de digestion sont séparés par électrophorèse en gel d’agarose 1 % (p/v) en 

tampon TEA (Tris-Acétate 40 mM, EDTA 1 mM) puis sont extraits du gel à l’aide du kit 

« QIAquick® gel extraction» (Qiagen) de la manière suivante : 
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- Exciser l’insert du gel d’agarose à l’aide d’un scalpel 

- Transférer l’insert dans un microtube stérile et peser 

- Ajouter trois volumes de tampon QG pour un volume de gel (soit 300 µL pour 100 mg 

de gel d’agarose) 

- Incuber le mélange 5 min à 60°C puis mélanger à l’aide du vortex. Lorsque le gel est 

dissout, le mélange doit être jaune, dans le cas contraire 10 µL de tampon acétate de sodium 

3 M (pH 5,0) sont ajoutés. 

- Ajouter un volume d’isopropanol pur 

- Déposer le mélange dans la colonne « QIAquick » 

- Centrifuger 1 min à 17900 x g 

- Eliminer l’éluat 

- Appliquer 750 µL de tampon PE dans la colonne 

- Centrifuger 1 min à 17900 x g 

- Eliminer l’éluat 

- Centrifuger 1 min à 17900 x g 

- Transférer la colonne « QIAquick » dans un microtube propre 

- Appliquer 30 µL de tampon EB au centre de la colonne 

- Laisser incuber 1 min à température ambiante 

- Centrifuger 1 min à 17900 x g 

 

  Le vecteur pSuper.retro.puro purifié est ensuite déphosphorylé en 3’ par la 

phosphatase alcaline de crevette (GE Healthcare Life Sciences) selon le protocole suivant : 

 

- Plasmide linéarisé    500 ng 

- Tampon 10x      4 µL 

- Phosphatase alcaline   5 U 

- H2O stérile      qsp 40µL 

 

Les inserts sont quant à eux phosphorylés à l’aide de la T4 PNK (Promega) selon le 

protocole suivant : 
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- Insert     360 ng 

- ATP 50 mM   1 µL 

- Tampon 10X   5µL 

- T4 PNK    10 U 

- H2O stérile    qsp 50 µL 

 

Le mélange réctionnel est incubé 30 min à 37 °C puis 20 min à 65 °C pour inactiver la 

T4 PNK. 

 

Le sous-clonage en vecteur pSuper.retro.puro s’effectue par ligation en présence de T4 

DNA ligase pendant 2 h à température ambiante ( « Rapid DNA Dephos and ligation kit », 

Roche Applied Science). Le mélange réactionnel est le suivant : 

 

- Plasmide linéarisé déphosphorylé   50 ng 

- Insert           20 ng 

- Tampon de dilution 5X      2 µL 

- H2O stérile          qsp 10 µL 

- Tampon de ligation 2X      10 µL 

- T4 DNA Ligase        5 U 

- Tampon phosphatase 10X      2 µL 

- rAPid Alkaline Phosphatase     1 U 

 

Les bactéries compétentes JM109 (100 µL, Promega) sont ensuite mises en présence de 

2 µL de produit de ligation dans un tube 15 mL sur glace durant 10 min. Un choc thermique 

durant 45 s environ est effectué dans un bain-marie à 40 °C avant de laisser de nouveau les 

tubes sur glaces durant 2 min. Un volume de 900 µL de milieu SOC à 4 °C est rajouté aux 

bactéries transformées avant de les placer dans un incubateur pendant 1 h à 37 °C sous 

agitation. Des volumes de 10 µL et 100 µL des différentes transformations sont étalés dans 

des boîtes de Pétri contenant un mileu LB/Agar Ampiciline (50 µg/mL). Les clones ainsi 

obtenus après 15 heures de pousse sont repiqués dans 5 mL de milieu LB Ampiciline (50 

µg/mL) et placés sous agitation à 37 °C durant une nuit. 

 

Les trois clones retenus après criblage et séquençage (GATC, Konstanz Allemagne) sont 

dénommés : pSRP-shGAL3#1, pSRP-shGAL3#2 et pSRP-shGAL3#3. Comme témoin 
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négatif, une construction Scramble (AAGTCAATCAACACGGTAACA) spécifique d’aucun 

ARNm a été mise au point à partir de la deuxième construction après criblage de banques 

d’ADN génomique et de transcrits humains. Un second témoin négatif, la construction Mock, 

est composé du vecteur pSuper.retro.puro sans insert. 

 

L’infection rétrovirale permettant l’intégration des constructions dans les cellules 

CAPAN-1, lignée humaine d’adénocarcinome pancréatique canalaire polarisée, a été 

effectuée par Didier Monté (UMR-CNRS 8161, Institut de Biologie de Lille). La sélection des 

clones infectés, rendue possible par la résistance à la puromycine portée par le vecteur, est 

faite à l’aide de 5 µg/mL de puromycine. 

 
 
II. Culture cellulaire 

 

1) Lignée CAPAN-1 

 

La lignée humaine CAPAN-1 (ATCC, HTB-79TM) a pour origine une métastase 

hépatique émanant de l’adénocarcinome pancréatique d’un patient caucasien de 40 ans. Ces 

cellules sont bien différenciées, polarisées, prismatiques et tumorigènes. Elles forment chez la 

souris immunodéprimée des adénocarcinomes comparables à un carcinome pancréatique 

canalaire (Fogh et al., 1977). 

 

2) Conditions de culture cellulaire 

 

Les cellules sont cultivées sous hotte à flux laminaire en conditions stériles. Les milieux 

de culture et les différents réactifs sont de qualité culture cellulaire (Gibco, Invitrogen) et sont 

maintenus stériles. Les cellules CAPAN-1 invalidées pour la Galectine-3 (Sh1, Sh2 et Sh3) 

CAPAN-1 Scramble et CAPAN-1 Mock sont incubées à 37 °C dans une atmosphère enrichie 

en CO2 (5 %). Le changement du milieu de culture (RPMI-1640 supplémenté par 15 % de 

sérum de veau fœtal (SVF) (v/v), pénicilline et streptomycine 50 U/mL, 1 % de glutamine 200 

mM (v/v) et 400 ng/mL de puromycine) est effectué quotidiennement. Chaque semaine, un 

ensemencement de chaque lignée cellulaire est effectué après décollement du tapis cellulaire 

par une solution de trypsine/EDTA (trypsine 0,05 %, EDTA 0,5 mM) à 37°C durant 10 min 

environ. La trypsinisation est arrêtée par l’ajout d’un volume de milieu de culture complet 
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quatre fois supérieur au volume de trypsine. Les cellules sont ensuite transférées dans un tube 

15 mL et centrifugées à 470 x g durant 5 min. Le culot est ensuite repris dans 10 mL de milieu 

de culture neuf afin de procéder au comptage des cellules sur lame de Malassez en présence 

de bleu Trypan. La viabilité des cellules est observée à l’aide du colorant d’exclusion lors de 

la numération. Un ensemencement de 1,5x105 ou 4,5x105 cellules est réalisé en flacon de 

culture T25 ou T75 (Falcon) respectivement pour chacune des lignées. 

 

3) Gamme de résistance à la puromycine et au G418 

 

Dans des plaques à 6 puits, 1x105 cellules sont ensemencées par puits et sont cultivées 

durant une semaine. L’ajout de puromycine à une concentration de 100 ng/mL à 2 µg/mL et 

de G418 à une concentration de 1µg/mL à 10 µg/mL est effectué dès l’ensemencement. Le 

milieu de culture contenant l’agent de sélection est renouvelé quotidiennement. La 

concentration pour laquelle il ne reste plus aucune cellule au bout de 7 jours est retenue pour 

réaliser la sélection des cellules transfectées stablement avec les vecteurs possédant les 

différentes constructions (shRNA anti Galectine-3 pour la puromycine et MUC1-GFP pour le 

G418). 

 

Concentration choisie pour -la puromycine : 1 µg/mL 

     -le G418 : 6 µg/mL 

 

III. Construction MUC1M1-GFP et M2-GFP 

 
Les constructions ont été réalisées à l’aide du kit In-Fusion® Ready Vector Cloning 

(Clontech) de la manière suivante : 

 

Les ADNc des constructions MUC1M1 et M2 ont été amplifiées à l’aide des amorces 

Sens  5'-AAGGCCTCTGTCGAC-3' et antisens 5'-AGAATTCGCAAGCTT-3'. Les 

constructions ainsi amplifiées sont clonées dans le vecteur In-Fusion Ready selon le protocole 

suivant : 
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- Vecteur In-Fusion linéarisé (100 ng/µl)  1 µl 

- Tampon de réaction In-Fusion 5X    2 µL 

- Enzyme In-Fusion        1 µL 

- Construction amplifiée       100 ng 

- Eau            qsp 10 µL 

 

La réaction se déroule 15 min à 37 °C puis 15 min à 50 °C. Une fois la réaction terminée, 

le tube est placé sur glace. Un volume de 40 µl de tampon TE est ajouté avant de mélanger le 

tout. 

 

Les bactéries JM109 (Promega) sont transformées avec 2,5 µl de la préparation selon le 

protocole précédemment cité (cf p.78). Deux clones retenus après criblage et séquençage 

(GATC, Konstanz Allemagne) sont dénommés : MUC1-M1-GFP et MUC1-M2-GFP. Après 

extraction de l’ADN génomique, les constructions sont transfectées dans les lignées 

cellulaires Capan-1 contrôle et invalidée pour la Galectine-3. 

 

 

IV. Transfection stable des constructions MUC1M1-GFP/M2-GFP et pAcGFP1 

 

Les transfections sont effectuées sous hotte à flux laminaire en conditions stériles. La 

veille de la transfection, 0,5x106 cellules ont été ensemencées par puits dans une plaque 6 

puits. Afin de faciliter l’intégration des différentes constructions dans le génome, les vecteurs 

ont préalablement été linéarisés par digestion enzymatique selon le protocole suivant : 

 

- Construction plasmidique    20 µg 

- Tampon de l’enzyme 10X    5 µL 

- Enzyme Afl-III (5 U/µL)    4 µL 

- BSA (100 µg/mL)      0,5 µL 

- Eau          qsp 50 µL 

 

Les produits de digestion sont séparés par électrophorèse en gel d’agarose 1% (p/v) et 

tampon TEA puis sont extraits du gel à l’aide du « QIAquick® gel extraction kit » (Qiagen) de 

la manière suivante : 
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Une fois, les vecteurs linéarisés, la transfection est effectuée en trois étapes comme suit : 

 

Préparation du mélange ADN/Enhancer/Effectene® 

 

- Diluer 1 µg d’ADN plasmidique dans le tampon de compaction EC pour un volume total 

de 30 µL 

- Ajouter 0,8 µL d’Enhancer puis tapoter le tube 

- Laisser incuber durant 2-5 minutes à température ambiante 

- Centrifuger quelques secondes 

- Ajouter 1,2 µL d’Effectene® (Qiagen) au mélange ADN/tampon EC/Enhancer et 

mélanger en pipetant 

- Laisser incuber 5-10 minutes à température ambiante 

 

Préparation des cellules 

 

- Eliminer le milieu des cellules 

- Rincer avec 2 mL de D-PBS 1X 

- Ajouter 1,6 mL de milieu neuf complet par puits 

 

Transfection cellulaire 

 

- Ajouter 600 µL de milieu neuf complet au mélange ADN/tampon 

EC/Enhancer/Effectene® et mélanger en pipetant 

- Transférer immédiatement le mélange goutte à goutte sur les cellules 

- Répartir les complexes ADN/ Effectene® en inclinant la boîte de droite à gauche et de 

l’arrière vers l’avant. 

- Incuber à 37 °C pendant 48 h 

 

Après 48 h de culture, 6 µg/mL de l’antibiotique G418 sont rajoutés au milieu de culture 

afin de sélectionner les cellules ayant été transfectées par la construction. Une fois à 

confluence, les cellules sont transférées en T25 pour deux semaines durant lesquelles la 

sélection est maintenue. Un clonage est ensuite effectué par dilution limite en plaque à 96 

puits pour chaque lignée et constructions transfectées. Pour amplifier les clones ainsi isolés, 

les passages se font ensuite en plaques 24 puits, 6 puits et enfin en T25.  
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V. Extraction d’ARN totaux à partir de culture cellulaire 

 

Les ARN totaux sont extraits à partir de cellules post-confluentes. 

 

1) NucleoSpin®RNA II (Macherey-Nagel) 

 

Le tapis cellulaire est préalablement nettoyé deux fois avec du D-PBS puis lysé en 

présence de tampon de lyse RA1 contenant 1 % (v/v) de β-mercaptoéthanol (350µL de 

tampon RA1 pour 106 cellules). Le protocole est le suivant : 

 

  - Homogénéiser le lysat cellulaire en pipetant 

  - Appliquer le lysat dans la colonne « NucleoSpin® Filter » 

  - Centrifuger 1 min à 11 000 x g 

  - Ajouter 350 µL d’éthanol 70% à l’éluat et mélanger 

  - Appliquer le mélange dans la colonne « NucleoSpin® RNA II » 

  - Centrifuger 1 min à 11 000 x g et éliminer l’éluat 

  - Appliquer 350 µL de tampon de lavage MDB 

  - Centrifuger 1 min à 11 000 x g et éliminer l’éluat 

  - Appliquer 95 µL d’un mélange constitué de 10 µL de rDNase et 90 µL de tampon de 

réaction fournis 

  - Laisser incuber 15 min à température ambiante 

  - Appliquer 200 µL de tampon de lavage RA2 

  - Centrifuger 30 s à 11 000 x g et éliminer l’éluat 

  - Appliquer 600 µL de tampon RA3 

  - Centrifuger 30 s à 11 000 x g et éliminer l’éluat 

  - Appliquer 250 µL de tampon RA3 

  - Centrifuger 1 min à 11 000 x g et éliminer l’éluat 

  - Centrifuger 1 min à 11 000 x g pour éliminer toute trace d’éthanol 

  - Transférer la colonne dans un nouveau microtube 

  - Appliquer 40 µL d’eau DEPC 

  - Laisser incuber 1 min à température ambiante 

  - Centrifuger 1 min à 11 000 x g 

  - Transférer l’éluat contenant les ARN totaux dans un microtube propre 
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Les ARN totaux sont conservés à -80 °C jusqu’à utilisation. La qualité de l’ARN est 

vérifiée par la mesure de l’absorbance des échantillons à 230, 260 et 280 nm et par le calcul 

des rapports A260/280 et A260/230. à l’aide du spectrophotomètre Nanodrop. 

 

VI. Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 

 

a) Synthèse de l’ADNc 

 

L’ADNc est synthétisé à partir de 0,5 μg d’ARN totaux en présence d’oligod(T)15 et de 

la rétrotranscriptase MMLV (Promega) selon le protocole décrit par Vincent et al. (2007). Il 

est stocké à -80 °C. 

 

b) Amplification de l’ADNc par Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 

L’amplification de l’ADNc par PCR, à l’aide de Taq Polymerase (Roche), est effectuée 

selon le protocole décrit par Jonckheere et al. (2007) pour les gènes MUC. Les conditions 

d’amplification pour le gène LGALS3 est décrit par Lahm et al. (2001). Les paires d’amorces 

spécifiques (MWG-Biotech, EUROGENTEC S.A) sont décrites ci-dessous dans le tableau I. 

Le transcrit ribosomique 28S est utilisé comme contrôle interne. L’analyse des amplicons est 

réalisée en gel d’agarose de 1,5 % (m/v) en tampon Tris 45 mM, Borate 45 mM, EDTA 1 

mM, pH 8,3, en présence de bromure d’éthidium à 10 µg/mL. 

 

Tableau I 

Conditions utilisées dans le cadre de la PCR 

 
Gène 

 
Amorces (5’→3’) 

Taille de 
l’amplicon 
(pb) 

Nombre de 
cycles 

d’amplification 

Température 
d’hybridation 
(°C) 

LGALS3 
S : ATG GCA GAC AAT TTT TCG CTC C 
AS : ATG TCA CCA GAA ATT CCC AGT T 

719 36 60 

MUC1 
S : GAA CTA CGG GCA GCT GGA CAT C 
AS : GCT CTC TGG GCC AGT CCT CCT G 

447 35 60 

MUC2 
S : CTG CAC CAA GAC CGT CCT CAT G 
AS : GCA AGG ACT GAA CAA AGA CTC AGA C 

401 30 60 

MUC4 
S : CGC GGT GGT GGA GGC GTT CTT 
AS : GAA GAA TCC TGA CAG CCT TCA 

596 35 60 

MUC5AC 
S : TGA TCA TCC AGC AGC AGG GCT 
AS : TGA TCA TCC AGC AGC AGG GCT 

409 35 60 

28S S : GCA GGG CGA AGC AGA AGG AAA 
AS : TGA GAT CGT TTC GGC CCC AA 

231 35 60 
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VII. Extraction des protéines totales à partir de culture cellulaire 

 
a) Tampon d’extraction des protéines totales 

 

  Les protéines sont récupérées à partir de cellules post-confluentes. Les cellules sont 

grattées sur glace puis centrifugées pendant 5 minutes à 535 x g à 4 °C. Le culot est ensuite 

repris par 0,5 mL de D-PBS 1X stérile avant d’être une nouvelle fois centrifugé durant 1 

minute à 7500 x g à 4 °C. Le culot est remis en suspension dans 0,5 mL de PBS 1X puis 

centrifugé comme précédemment.  

 

Il est ensuite repris dans 1 mL de tampon de lyse :  

 

- NaCl 150 mM, EDTA 1 mM 

- Tris-HCl 50 mM, pH 7,4 

- NP40 1% (v/v) 

- aprotinine 1 µg/mL 

- leupeptine 1 µg/mL 

- fluorure de phenylméthanesulfonyle (PMSF) 1 mM 

- fluorure de sodium 5 mM 

- orthovanadate de sodium 5 mM 

- désoxycholate de sodium 0,25% 

 

Les microtubes sont ensuite laissés sur la glace durant 30 min. Les microtubes sont 

agités toutes les 10 min afin de briser les membranes. Le lysat est ensuite centrifugé durant 10 

min à 16 000 x g à 4 °C Le surnageant est récupéré puis conservé à -80 °C. Un dosage 

protéique est ultérieurement effectué par la méthode de l’acide bicinchonique (BCA). 

 

b) Tampon d’extraction utilisé pour MUC1 (Tampon D1) 

 

  Les protéines sont récupérées à partir de cellules post-confluentes. Le tapis cellulaire 

est lavé 2 fois à l’aide de D-PBS 1X puis les cellules sont grattées sur glace dans 1 mL de 

tampon D1 (Tris 50 mM, dodécylsulfate de sodium (SDS) 2 % (m/v), glycérol 9,34 % (v/v)). 

La fragmentation des membranes plasmiques et nucléaires est effectuée par sonication sur 

glace. Le lysat est ensuite centrifugé pendant 10 min à 5000 x g. Le surnageant est récupéré 
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puis conservé à -80 °C. Un dosage protéique est ultérieurement effectué par la méthode de 

l’acide bicinchonique (BCA).  

 

  Le surnageant cellulaire de chaque lignée est récupéré puis concentré 25 fois (Amicon 

Ultra-15 Millipore) avant d’être conservé à -80 °C. 

 

c) Tampon d’extraction des protéines nucléo-cytoplasmiques 

 

Les cellules sont cultivées en flasque de 75 cm2 afin d’avoir une quantité importante 

de matériel pour chaque fraction protéique. Les cellules dans leur 15 mL de milieu de culture 

sont grattées sur glace et transférées dans un tube à centrifuger de 50 mL. La flasque est 

ensuite rincée avec 15 mL de D-PBS 1X glacé. Les 30 mL ainsi récupérés sont centrifugés 

pendant 5 minutes à 535 x g à 4 °C. Le culot est ensuite repris par 0,5 mL de D-PBS 1X, 

transféré dans un tube 1,5mL avant d’être une nouvelle fois centrifugé durant 1 minute à 7500 

x g à 4 °C. Cette dernière étape est répétée deux fois. 

 

Le culot est repris dans 1 mL de solution de lyse A froid en deux fois (2 x 0,5 

mL) puis centrifugé à 7500 x g à 4° C. 

 

 

        Solution de lyse A 

 

- 1 mL de tampon A  (HEPES/KOH 10 mM pH 7,9, KCl 10 mM, MgCl2 1,5 mM) 

- DTT 0,5 mM 

- PMSF 0,5 mM 

- Leupeptine 10 µg/mL 

- Aprotinine 10 µg/mL 

     

Le culot, repris dans 150 µL de solution A’ de lyse, est bien homogénéisé puis laissé 

sur glace durant 10 min. Toutes les 5 min, le tube est « gratté » sur un portoir métallique afin 

de lyser par choc mécanique les cellules. Le lysat cellulaire est ensuite centrifugé à 16000 x g 

durant 10 min à 4° C. 
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Solution de lyse A’ 

 

- 1 mL de tampon A  (HEPES/KOH 10 mM, pH 7,9, KCl 10 mM, MgCl2 1,5 mM) 

- DTT 0,5 mM 

- PMSF 0,5 mM 

- Leupeptine 10µg/mL 

- Aprotinine 10 µg/mL 

- Molybdate de sodium 0,1 mM 

- Βeta-glycérophosphate disodique 10 mM 

- Fluorure de sodium 10 mM 

- Orthovanadate de sodium 0,1 mM 

- p-nitro-phénylphosphate 30 mM 

- NP-40 0,1% v/v 

 

(1) Le surnageant qui correspond à la fraction cytosolique (150 µL) est transféré dans 

un tube 1,5mL puis est clarifié par centrifugation à 16000 x g durant 10 minutes à 4 °C. Le 

surnageant obtenu est de nouveau transféré dans un tube 1,5 mL propre auquel est ajouté 225 

µL de solution D, avant d’être conservé à -80 °C. 

 

 

        Solution de lyse D 

 

- 1 mL de tampon D  (HEPES/KOH 20 mM, pH 7,9, KCl 50 mM, EDTA 0,2 mM, 

glycérol 20% v/v)) 

- DTT 0,5 mM 

- PMSF 0,5 mM 

 

(2) Le culot qui correspond à la fraction nucléaire est repris dans 125 µL de solution C 

et incubé sur glace durant 10 minutes. Toutes les 5 minutes, le tube est « gratté » sur un 

portoir métallique afin de lyser par choc mécanique les cellules. Le lysat cellulaire est ensuite 

centrifugé à 16000 x g durant 10 minutes à 4 °C. 
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        Solution de lyse C 

 

- 1 mL de tampon A  (HEPES/KOH 20 mM, pH 7,9, NaCl 420 mM, MgCl2 1,5 mM, 

EDTA 0,2 mM, glycérol 25% v/v) 

- DTT 0,5 mM 

- PMSF 0,5 mM 

- Leupeptine 10 µg/mL 

- Aprotinine 10 µg/mL 

- Molybdate de sodium 0,1 mM 

- Βeta-glycérophosphate disodique 10 mM 

- Fluorure de sodium 10 mM 

- Orthovanadate de sodium 0,1 mM 

- p-nitro-phénylphosphate 30 mM 

 

Le surnageant qui correspond à la fraction nucléaire (125 µL environ), est transféré 

dans un tube 1,5 mL puis est clarifié par centrifugation à 16000 x g durant 10 min à 4 °C. Le 

surnageant obtenu est de nouveau transféré dans un tube 1,5 mL propre auquel est ajouté 

187,5 µL de solution D, avant d’être conservé à -80 °C. 

 

 

VIII. Immunoprécipitation 

 

Afin d’enrichir les échantillons étudiés en certaines protéines, il est nécessaire 

d’effectuer une immunoprécipitation de ces protéines selon le protocole suivant : 

 

Une quantité de 150 µg (EGFR) ou 300 µg (MUC1) de protéines totales ou 

compartimentales non traités ou traités par l’EGF est mise en présence d’1 µg d’Anticorps 

anti EGFR (SantaCruz, Sc-03) ou MUC1 (SantaCruz, Sc-7313) dans des microtubes 2 ml en 

rotation à 4 °C toute la nuit. Un tube témoin avec 150 µg ou 300 µg de protéines et 1µg d’IgG 

non relevante de la même espèce que l’anticorps servant à immunoprécipiter la protéine 

d’interêt est également préparé. 

 

Le reste du protocole (SIGMA, EZview Red protein A Affinity Gel) s’effectue sur 

glace et toutes les centrifugations sont effectuées à 4°C. 
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- Homogénéiser les billes (SIGMA, EZview Red protein A Affinity Gel) et en prélever 

40 µl pour chaque tube 

- Ajouter 750 µl de tampon de lyse (RIPA + 0,1 % de PMSF ajouté extemporanément) 

puis vortexer 

- Centrifuger 30 secondes à 8200 x g et éliminer le surnageant. Cette étape est à 

effectuer deux fois 

- Centrifuger les échantillons protéiques et les transférer dans les tubes contenant les 

billes 

- Vortexer puis mettre les tubes en rotation pendant 1 h à 4 °C 

- Centrifuger 30 secondes à 8200 x g et éliminer le surnageant 

- Ajouter 750 µl de tampon de lyse, agiter 5 min au soleil à 4 °C, centrifuger 30 

secondes à 8200 x g puis éliminer le surnageant. Cette étape est renouvelée 3 fois 

 

Les échantillons peuvent être ensuite utilisés directement pour un western-blot ou 

conservés à -20 °C si ils sont utilisés assez rapidement 

 

 

IX. Western-Blot 

 

  La migration est réalisée dans un gel de polyacrylamide en présence de SDS (Tableau 

II). La dénaturation des échantillons s’effectue après l’ajout (v/v) d’une solution dénaturante 

faisant office également de tampon de charge (Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8, 20 % glycérol (v/v), 

10 % ß-mercaptoéthanol (v/v), 0,05 % de bleu de bromophénol (m/v), 0,1 % de SDS (m/v)) et 

après chauffage à 100 °C pendant 5 min. La  migration dure environ 1 h 30 environ sous 

courant constant (35 mA) dans un tampon de migration (Tris-HCl 25 mM, pH 8,3, glycine 

192 mM, SDS 0,01% (m/v)). Les protéines sont transférées par électro-transfert sur une 

membrane de nitrocellulose 0,22 µm (Schleicher and Schule) dans le tampon de transfert 

(Tris-HCl 25 mM, pH 8,3, glycine 192 mM, SDS 0,1 % (v/v), méthanol 20 %) durant 1 h à 

tension constante (100 V). La membrane est lavée rapidement avec du tampon TBST (Tris-

HCl 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, Tween 20 0,05 % (v/v)). Le blocage des sites 

aspécifiques se fait par incubation de la membrane dans du tampon TBST + 20 % de lait 

écrémé (m/v) pendant au moins 2 h. La membrane est incubée pendant une nuit à 4 °C avec 

l’anticorps primaire puis l’anticorps secondaire approprié marqué à la peroxydase du Raifort 

(HRP) durant 2 heures (Tableau II). La révélation est faite à l’aide du kit West Pico 
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SuperSignal (Pierce, Thermo Scientific) selon les indications du fournisseur. Chaque 

incubation est séparée par une série de lavage au tampon TBST (1 x 5 min et 2 x 10 min pour 

les lavages entre anticorps et 3 x 7 min avant révélation). Les bandes sont quantifiées par 

densitométrie puis un ratio protéine spécifique sur β-actine a été calculé afin de normaliser les 

différentes conditions. Le pourcentage d’inhibition est obtenu en rapportant le ratio de la 

condition étudiée sur celui du contrôle selectionné. 

 

 

X. Cytométrie en flux 

 

  Les cellules sont cultivées comme expliquées précédemment et récupérées à 

confluence à partir de T25. Le protocole suivant est appliquée pour chaque lignée cellulaire : 

 

- Laver le tapis cellulaire au PBS 1X stérile 

- Trypsiniser doucement les cellules (1 mL de trypsine/EDTA, 4-5 min à l’étuve 

à 37 °C) 

- Finir de décoller le tapis mécaniquement sans être trop brutal de manière à récupérer 

des cellules intactes 

- Neutraliser la trypsine à l’aide de milieu complet 

- Transférer dans un tube à centrifuger 50 mL 

- Centrifuger 5 min à 1100 x g à température ambiante afin d’éliminer le surnageant 

- Reprendre le culot par 10 mL de milieu complet 

- Homogénéiser et réaliser une numération en cellule de Malassez 

- Prévoir 100000 cellules par condition à analyser (contrôle, isotype, anticorps…) 

- Laver les cellules 2 fois avec 10 mL de PBS-BSA 1 % 

- Centrifuger 4 min à 1100 x g à température ambiante afin d’éliminer le surnageant 

- Reprendre le culot par un volume V=X fois 2 mL de PBS-BSA 1 % (m/v) où X 

correspond au nombre de conditions prévues 

- Utiliser des tubes spéciaux dédiés à la cytométrie afin de transférer 2 mL de la 

suspension cellulaire pour chaque condition 

- Centrifuger 4 min à 1100 x g à température ambiante afin d’éliminer le surnageant 

- Introduire 50 µL de PBS-BSA 1% (m/v) dans chaque tube 

- Resuspendre le culot et ajouter si besoin le volume adéquat d’isotype ou d’anticorps 

(MUC1 : Sc-7313 PE 10 µg/mL, isotype : Sc2866 PE 10 µg/mL) 
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- Vortexer doucement et incuber durant 1 h à température ambiante et dans l’obscurité 

- Laver les cellules avec 2 mL de PBS-BSA 1% (m/v) pour éliminer les anticorps non 

fixés 

- Centrifuger 4 min à 1100 x g afin d’éliminer le surnageant et resuspendre le culot 

cellulaire avec 700 µL de PBS-BSA 1% (m/v) 

- Les cellules sont prêtes à être analysées 

 

 

XI. Préparation des cellules pour l’analyse en microscopie confocale 

 

Les lames utilisées sont soit des lames de verre soit des lames permanox à 8 chambres 

Lab-Tek (Nunc) et toutes les solutions sont faites dans le D-PBS+Ca2++Mg2+ à pH 7,4 

(Gibco). Les solutions préparées avec le D-PBS sont toutes filtrées (0,22 µm). Un 

ensemencement de 7,5 x 104 cellules est réalisé par lame. Les différentes lignées cellulaires 

(CAPAN-1 invalidée pour la Galectine-3 et contrôle) sont cultivées jusqu’à confluence plus 

deux jours dans leur milieu respectif. Les immunomarquages sont effectués selon le protocole 

suivant :  

 

- Laver les cellules à l’aide de D-PBS+Ca2++Mg2+ avant de les mettre sur glace 

- Fixer les cellules à l’aide d’une solution de paraformaldéhyde (PFA) 3 % (m/v) 

durant 

20 min à 4 °C et à l’abri de la lumière 

- Inactiver le PFA au niveau de son groupement aldhéhyde par l’ajout de chlorure 

d’ammonium 50 mM (NH4Cl) durant 20 min à température ambiante 

- Perméabiliser les cellules à l’aide de saponine à 0,2 % (m/v) durant 20 min 

- Saturer les sites aspécifiques à l’aide de saponine à 0,2 % /sérumalbumine bovine 

(BSA) 1 % durant 20 min 

 

1) Cas de simple marquage 

 

- Incuber les cellules avec la dilution d’anticorps primaire pendant 18 h à température 

ambiante (Tableau III) 

- Laver les cellules par trois bains successifs de 10 min dans le D-PBS+Ca2++Mg2+ 
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- Incuber les cellules pendant 1 h 30 à température ambiante avec l’anticorps 

secondaire fluorescent spécifique (Jackson) dilué au 1/150e dans la pénombre 

 

Le reste du travail est effectué en limitant l’exposition des lames à la lumière pour 

éviter toute perte de fluorescence par photobleaching 

 

- Laver les cellules avec deux bains rapides et un lavage final de 10 min 

 

 

2) Cas de double marquage 

 

- Incuber les cellules avec le premier anticorps primaire durant 1 h 30 à température 

ambiante (Tableau III) 

- Laver les cellules avec trois bains successifs de 10 min dans le D-PBS+Ca2++Mg2+ 

- Incuber les cellules durant 1 h 30 à température ambiante à l’obscurité avec 

l’anticorps secondaire fluorescent spécifique au premier anticorps primaire 

 

Le reste du travail sera effectué en limitant l’exposition des lames à la lumière pour 

éviter toute perte de fluorescence par photobleaching 

 

- Laver les cellules avec trois bains successifs de 10 min afin d’éliminer l’excédent 

d’anticorps fluorescent 

- Incuber les cellules avec le deuxième anticorps primaire durant 1 h 30 à température 

ambiante 

- Laver les cellules avec trois bains successifs de 10 min dans le D-PBS+Ca2++Mg2+ 

- Incuber les cellules à température ambiante avec l’anticorps secondaire fluorescent 

spécifique du deuxième anticorps primaire pendant 1 h 30 

 

 

Le montage est effectué à l’aide d’une solution de mowiol selon le protocole suivant 

dans les deux cas : 

 

- Retirer les chambres en plastique de la lame avec précaution 
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- Oter délicatement le joint en silicone séparant la lame des chambres à l’aide d’une 

pince millipore 

- Favoriser l’évaporation des dernières goutes de réactifs présentes sur la lames par des 

va et vient dans l’air 

- Réaliser le montage lame/lamelle à l’aide d’une solution de mowiol (glycérol 33 % 

(v/v), mowiol 13,3 % (m/v), Tris 0,13 M pH 8,5) 

 

Les lames ont été observées à l’Institut de recherche interdisciplinaire de Lille sur le 

microscope confocal LEICA SP5 de l’équipe de biophotonique cellulaire fonctionnelle dirigée 

par le Dr Laurent Héliot puis sur un microscope confocal Zeiss LSM 710 sur la plateforme 

d’imagerie de l’IFR 114 IMPRT dirigée par Meryem Tardivel. 

 

 

XII. Cinétique de trafic intracellulaire 

 

Les cellules sont ensemencées de la même manière que pour les marquages classiques en 

microscopie confocale. Une fois à confluence, les cellules voit leur milieu changer par du 

milieu de culture frais auquel est ajouté du cycloheximide (20 mg/ ml). Elles sont ensuite 

placées pendant 2 heures à 19,5 °C. Les protéines sont ainsi accumulées dans le TGN. Enfin, 

les cellules sont incubées durant une durée particulière de la cinétique à 37 °C avant d’être 

mises sur glace pour interrompre le trafic intracellulaire. Le traitement des lames est ensuite 

effectué comme expliqué précédemment. 
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Tableau II 

Conditions utilisées pour le Western-blotting 

Antigène 
Nom 

anticorps et 
fournisseur 

  Type Spécificité Référence 
Quantité de 
protéines 
(µg) 

Réticulation 
du gel (%) 

Dilution des 
anticorps 

MUC1 
214 D4 
(given by 
F.G. Hanisch)     

Mab 
monoclonal 

Mab 
monoclonal 

1 20 2-10 
1re : 1/1000 
2re : 1/10000 

UC1 
M8 (LICR-
LON-M8) 

Mab 
monoclonal 

répétitions en 
tandem 

2, 3 20 2-10 
1re : 1/1000 
2re : 1/10000 

MUC1 
 CT2 or Ab5 
(Neomarkers) 

AHab 
monoclonal 

SSLSYTNPAV
AATSANL 

4   13 
1re : 1/1000 
2re : 1/10000 

EGFR 
2232 (Cell 
Signalling 
Technology) 

Rab 
polyclonal 

résidus autour 
d'Y1068      

NA 30/300 8 
1re : 1/500        
2re : 1/5000 

PhosphoEGFR   
53A5 

 (CST-4407) 
Rab 

monoclonal 
AENAEpYLR
VAP 

5 150 8 
1re : 1/1000 
2re : 1/10000 

Galectine-3 
31707 
(Abcam) 

Rab 
polyclonal 

extremité C-
ternminal 

NA 25 12 
1re : 1/1000 
2re : 1/10000 

ERK 
137F5 

 (CST-4695) 
Rab 

monoclonal 

extémité C-
terminal de 
ERK rat 

NA 30 12 
1re : 1/1000 
2re : 1/10000 

PhosphoERK    
20G11 

 (CST-4376) 
Rab 

monoclonal 

phosphopeptide 
contenant 
T202/Y204 

NA 30 12 
1re : 1/1000 
2re : 1/10000 

Cyclin D1 M20 (sc-718) 
Rab 

polyclonal 

Extrémité 
 C-terminal de 
la cycline D1 
humaine       

NA   12 
1re : 1/1000 
2re : 1/10000 

Sp-1  PEP2 (sc-59) 
Rab 

polyclonal 

rat Sp1, acides 
aminés 
 528-546 

6 30 8 
1re : 1/1000 
2re : 1/10000 

Tubulin 
DM1A 
(Sigma) 

Mab 
monoclonal 

Extrémité 
 C-terminal, 
acides aminés 
 426-430 

7 30 8 
1re : 1/1000 
2re : 1/10000 

-actin 
AC-15 
(Sigma) 

Mab 
monoclonal  

Extrémité 
 N-terminal 

8 15 10 
1re : 1/5000 
2re : 1/20000 

NA : non attribuée 
 
Références : 
(1) Summary Report on the ISOBM TD-4 workshop, Tumor Biol 1998; 19(S1):1-20 
(2) McIlhinney RAJ et al, Biochem J 1985; 227:155-162 
(3) Price MR et al, Int J Cancer 1985; 36:567-574 
(4) Schroeder JA et al, JBC 2001; 276:13057-13064 
(5) Rojas M et al. JBC 1996; 271:27456-27461 
(6) Jackson SP et al. Cell 1990; 63:155-165 
(7) Serrano L et al. Anal Biochem 1986 ; 159 :253-259 
(8) North AJ et al. J Cell Sci 1994 ; 107 :445-455 
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Tableau III 

Conditions utilisées pour la microscopie confocale 

Antigène 
Nom anticorps et 
fournisseur 

  Type Spécificité Référence 
Dilution des 
anticorps 

MUC1 
214 D4 (given by F.G. 

Hanisch)     
Mab 

monoclonal 
Mab monoclonal 1 1/3 

MUC1 
 CT2 or Ab5 
(Neomarkers) 

AHab 
monoclonal 

SSLSYTNPAVAATSANL 2 1/150 

Galectine-3 fourni par H.J Gabius 
Rab 

polyclonal 
Gal-3 recombinante humaine 3, 4 1/150 

EGFR D38B1 (CST4267) 
Rab 

monoclonal 
Domaine cytoplasmique NA 1/100 

EEA1 
610457 

 (BD Transduction Lab) 
Mab 

monoclonal 
Acides amines 3-281 d’EEA1 

humain 
NA 1/100 

EEA1 2411S (CST) 
Rab 

polyclonal 
Région environnante de G14 NA 1/100 

Toxine 
cholérique 
Alexa 488 

Molecular Probes 
(Invitrogen)   

NA 1/100 

DyLight 488 Jackson 

Dab anti-
souris/ 
Gab anti-
lapin 

 
NA 1/150 

DyLight 594 Jackson 

Gab anti-
lapin/ 
Dab anti-
souris 

 
NA 1/150 

DAPI (Invitrogen) 
  

NA 1/45 

NA : non attribuée 
 

Références: 
 
(1)Summary Report on the ISOBM TD-4 workshop, Tumor Biol 1998; 19(S1):1-20 
(2) Schroeder JA et al, JBC 2001; 276:13057-13064 
(3) André S et al., Bioorg Med Chem 2006; 14:6314-6326 
(4) Langbein S et al., Histopathology 2007; 51:681-690 
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RESUME 

 

L’adénocarcinome pancréatique canalaire est un cancer de mauvais pronostic avec une survie 

à 5 ans d’environ 5 % et une médiane de survie d’environ 6 mois. Dès les stades précoces de la 

carcinogenèse pancréatique, la mucine membranaire MUC1, glycoprotéine de haute masse 

moléculaire, est surexprimée et présente des anomalies de localisation cellulaire : une perte de polarité 

de distribution cellulaire avec expression au niveau de l’ensemble de la membrane plasmique et une 

rétention à l’intérieur de la cellule qui est utilisée par les pathologistes comme indicateur de malignité 

après ponction à l’aiguille fine sur des lésions pancréatiques. Sachant que MUC1 est capable 

d’interagir avec l’Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) et de jouer un rôle sur la transduction 

des signaux, nous avons émis l’hypothèse que ces anomalies de distribution cellulaire pouvaient être à 

l’origine de signaux oncogéniques. Cependant, les mécanismes permettant cette rétention 

cytoplasmique ne sont pas connus. Des études antérieures du laboratoire au sein de cellules 

épithéliales exprimant un phénotype entérocytaire ont montré que le trafic de certaines glycoprotéines 

vers la membrane apicale était régulé par une lectine endogène : la Galectine-4. Dans ce travail, nous 

nous sommes intéressés à un autre membre de la famille des galectines : la Galectine-3, exprimée au 

niveau des cellules pancréatiques. La Galectine-3 interagit avec des motifs glycosylés contenant un 

motif N-acétyl-lactosamine. Ce type de motif est présent au niveau de nombreuses structures 

glycaniques, qu’elles soient de type N- ou O-glycaniques. Les mucines et les récepteurs membranaires 

sont substitués par ces deux types de chaines oligosaccharidiques. La Galectine-3 est surexprimée dans 

le cancer pancréatique et son expression est corrélée à une forte agressivité tumorale dans d'autres 

cancers. 

 

Le but de ce travail a été dans un premier temps d’établir des lignées cellulaires pancréatiques 

humaines polarisées CAPAN-1 invalidées pour la Galectine-3 et dans un second temps d’étudier 

l’implication de la Galectine-3 (i) au niveau du trafic intracellulaire de MUC1 et l’EGFR, (ii) de 

l’interaction entre MUC1 et l’EGFR et (iii) des voies de signalisation en aval de l’EGFR. 

 

Les résultats montrent que la lignée tumorale pancréatique CAPAN-1 présente les anomalies 

de distribution cellulaire de MUC1 similaires à celles observées dans les tumeurs pancréatiques 

humaines, notamment la rétention de MUC1 à l’intérieur des cellules. Le silencing de la Galectine-3 

entraîne la disparition de cette anomalie de distribution cellulaire, MUC1 retrouvant une localisation 

membranaire. Nous montrons que l’inhibition de l’expression de la Galectine-3 est associée à une 

augmentation de la translocation nucléaire de l’EGFR et à une inhibition de l’endocytose de MUC1 et 

de l’EGFR. Ce phénomène s’accompagne d’une augmentation de l’interaction entre MUC1 et l’EGFR 

et d’une activation accrue de ce récepteur tyrosine kinase lorsqu’il est soumis à l’EGF : augmentation 

de la phosphorylation de l’EGFR et de la phosphorylation des MAPK Erk1 et 2.  

 

Mots clés : Galectine, Mucine, EGFR, cancer, endocytose, translocation nucléaire 
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