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Résumé 

 

Le cancer du pancréas constitue une véritable problématique de santé publique. Il est 

souvent diagnostiqué à des stades localement avancés ou métastatiques, limitant ainsi les 

possibilités d’une résection chirurgicale qui constitue le seul traitement éventuellement 

curatif. Malgré les progrès médico-chirurgicaux réalisés dans la prise en charge du cancer du 

pancréas, le pronostic reste sombre ne dépassant pas les 5% à 5 ans. De plus, les données 

récentes suggèrent une augmentation significative de l’incidence du cancer du pancréas qui 

va se poursuivre avec une hausse estimée à 29% en 2040 des les pays européens.  

Plusieurs molécules de chimiothérapie sont utilisées dans le traitement du cancer du 

pancréas. La gemcitabine fait partie de cet arsenal thérapeutique mais son efficacité reste 

modérée avec la survenue précoce d’une chimiorésistance. Il a été récemment suggéré que 

la chimiorésistance des cellules cancéreuses pancréatiques pourrait être en relation avec leurs 

caractéristiques phénotypiques.  La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) est 

caractérisée par la survenue de modifications morphologiques et phénotypiques permettant 

aux cellules cancéreuses d’acquérir des propriétés de cellules mésenchymateuses. Des 

travaux récents suggèrent l’implication de la TEM dans le phénomène de chimiorésistance du 

cancer du pancréas. Ainsi, l’étude du rôle de la TEM dans l’échappement à la chimiothérapie 

dans le cancer du pancréas est d’intérêt majeur. L’objectif de cette thèse est d’étudier 

l’émergence d’un phénotype de TEM au sein de populations cellulaires pancréatiques 

chimiorésistantes et d’étudier les principales voies de signalisation impliquées. La première 

partie de notre travail a consisté en la sélection de sous-populations chimiorésistantes 

dérivées des lignées cancéreuses pancréatiques BxPC-3 (Gem-BxPC-3), Capan-2 (Gem-Capan-

2), Panc-1 (Gem-Capan-2) et MiaPaca-2 (Gem-MiaPaca-2), sous pression de la chimiothérapie  
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par gemcitabine. Les clones chimiorésistants Gem-Panc-1 et Gem-MiaPaca-2 ont acquis sous 

chimiothérapie des caractéristiques phénotypiques et morphologiques compatibles avec un 

phénomène de TEM. De plus, les capacités d’invasion des Gem-Panc-1 et Gem-MiaPaca-2 

étaient significativement supérieures que celles des cellules parentales. A l’inverse, les Gem-

BxPC-3 et Gem-Capan-2 gardait le même phénotype épithélial mis à part une diminution de 

l’expression de l’occludine. La suite de notre travail a consisté en l’étude des principales voies 

de signalisations associées à la chimiorésistance des cellules cancéreuses pancréatiques et  

leur implication dans la TEM. L’activation des voies de signalisation MEK/ERK et mTOR/AKT a 

été observée dans les lignées Gem-Panc-1 et Gem-MiaPaca-2. Inhibition pharmacologique de 

la voie MEK/ERK dans les lignées Gem-Pan-1 et Gem-MiaPaca-2 par le U0126 induisait non 

seulement une diminution de la chimiorésistance, mais également une réversion du 

phénomène de TEM avec une réexpression des marqueurs épithéliaux et une diminution de 

l’expression de ZEB-1. Afin d’étudier le rôle du répresseurs transcriptionnel ZEB-1 dans les 

cellules Gem-Panc-1 et Gem-MiaPaca-2Panc-1, nous avons utilisé des siRNA anti-ZEB-1 et 

étudié l’effet de ces siRNA sur la chimiorésistance et la TEM. Le siZEB-1 induisait une 

augmentation de la chimiosensibilité et une perte du phénotype TEM dans les cellules Gem-

Panc-1 et Gem-MiaPaca-2 suggérant que la chimiorésistance est corrélée à l’émergence d’un 

phénotype de TEM médié par ZEB-1.  

Nos résultats sur une cohorte de patients opérés de cancer du pancréas a montre une 

corrélation entre l’expression de ZEB-1 et la chimiothérapie néoadjuvante. 

 En conclusion, Nos résultats suggèrent une corrélation entre la chimiorésistance des 

lignées cancéreuses pancréatiques et l’émergence d’un phénotype de TEM dont le principal 

acteur est ZEB-1.
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Abstract 

 

Pancreatic cancer is a major public health problem. The great majority of patients 

suffer from a locally advanced or metastatic stages. These patients are not candidates for 

surgery which considered the only potential curative treatment for pancreatic cancer.  Despite 

recent progress, the 5‐year survival rate for patients with pancreatic cancer does not exceed 

5% for all stages. In addition, recent data suggest a significant increase in the incidence of 

pancreatic cancer (+ 29% in 2040 in Europe). 

Gemcitabine is a one the main chemotherapeutic drug used for pancreatic cancer. 

However, this chemotherapy is often ineffective due to early chemoresistance of pancreatic 

cancer cells. It has been suggested that the chemoresistance of pancreatic cancer could be 

attributable to a specific subgroup of cells within the tumor having an epithelial‐to‐

mesenchymal transition (EMT) phenotype. EMT is a characterized by the occurrence of 

morphological and phenotypic changes allowing tumor cells to acquire mesenchymal cell 

properties. Also, recent Data suggest the involvement of EMT in chemoresistance of 

pancreatic cancer. Thus, understanding the role of EMT in the escape of chemotherapy in 

pancreatic cancer is required. The aim of this study is to analyze the role of EMT in 

chemoresistance of pancreatic cancer cells and to identify signaling pathways involved in this 

phenomena. Chemoresistant cells of BxPC-3 (Gem-BxPC-3), Capan-2 (Gem-Capan-2), Panc-1 

(Gem-Panc-1) and MiaPaca-2 (Gem-MiaPaca-2) were established using chronic exposure to 

gemcitabine. We show that gemcitabine‐resistance induces differential EMT changes in Gem‐

Panc‐1 and Gem‐ MiaPaca‐2. However, gemcitabine‐resistant BxPC‐3 and Capan‐2 cells did 

not show such typical EMT molecular changes although the expression of occludin could be  
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found decreased. The next step was to study of signaling pathways involved in 

chemoresistance and EMT in pancreatic cancer cells. We found that gemcitabine resistance is 

associated with activation of mTOR/AKT and MEK/ERK signaling pathways. 

In addition, MEK1/2 inhibitor (U0126) significantly decreased the chemoresistant 

potential of Gem‐Panc‐1 and Gem‐MiaPaca‐2 cells and tended to reverse the mesenchymal 

phenotype toward an epithelial phenotype. Moreover, U0126 decreased the expression of 

ZEB‐1 in both Gem‐Panc‐1 and Gem‐MiaPaca‐2 cells. To study the functional role of ZEB‐1 in 

gemcitabine resistance, the expression of ZEB‐1 was inhibited by RNA interference. Inhibition 

of ZEB‐1 expression alleviated the mesenchymal phenotype and re‐sensitized Gem‐Panc‐1 and 

Gem‐MiaPaca‐2 cells to gemcitabine. Our pathological study from patients with pancreatic 

cancer showed that high expression of ZEB-1 was correlated with neoadjuvant chemotherapy.  

These findings support the involvement of EMT in the resistance to gemcitabine of 

pancreatic cancer cells. 
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uPA : urokinase-type plasminogen activator 

WAVE : WASP-family Verprolin-homologous protein 

WIF-1 : Wnt inhibitory factor-1 

XR11 : Xenopus Bcl-xL homologue 

ZEB : Zinc E-box Binding factor 

ZO : Zona Occludens  

α-SMA : α-Smooth muscle actin 



8 
 

 

 
 

Introduction 
 

1. Le cancer du pancréas 
 

1.1. Anatomie descriptive  
 

Le pancréas est un organe plein profondément situé dans la cavité abdominale (Agostini et al., 

2013). L’essentiel du pancréas est en situation rétropéritonéale, séparé des organes 

intrapéritonéaux par le péritoine postérieur. Le pancréas est allongé selon un axe oblique en 

haut et à gauche en direction du hile splénique. Il est concave vers l’arrière et s’étend de la 

12ème vertèbre thoracique et la 3ème vertèbre lombaire. Il mesure environ 20 cm pour une 

épaisseur de 2 cm et un poids entre 60 et 80 grammes. Le pancréas peut être séparé en 4 

portions anatomiques (Figure 1) :  
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Figure 1 : Anatomie du pancréas et de ses rapports avec les différents organes de voisinage. 
Schéma issu de Gray’s Anatomy for Students, 2nd ed, 978044306952). Elsevier Masson, 2e 
édition, 2011. Figure 4.98 

• La tête du pancréas : c’est la portion du pancréas la plus à droite et la plus large de la 

glande pancréatique. Cette portion est entièrement enchâssée dans le cadre 

duodénal. La tête du pancréas présente un prolongement sur son bord inférieur 

appelé le processus unciatus (appelé aussi crochet ou petit pancréas). L’unciatus  est 

en étroite relation avec l’artère et la veine mésentérique supérieure. Le corps du 

pancréas est traversé par portion distale du canal cholédoque avant son abouchement 

dans le deuxième duodénum via l’ampoule de Vater. 

• L’isthme pancréatique : c’est une zone de rétrécissement du pancréas qui fait la 

jonction entre la tête et le corps pancréatique. L’isthme est situé juste en avant de 

l’axe veineux mésentérico-porte.   

• Le corps du pancréas : s’étend obliquement vers le haut et vers la gauche et épouse 

la concavité rachidienne. Il est en contact avec la face postérieure de l’estomac et 

passe devant la veine rénale gauche.  

• La queue du pancréas : c’est la partie distale de la glande qui est en relation étroite 

avec le hile splénique et l’angle colique. 

Le pancréas comporte deux canaux excréteurs. Le canal pancréatique principal ou canal de 

Wirsung et le canal pancréatique accessoire ou de Santorini. Ces deux canaux permettent de 

cheminer le suc pancréatique vers le deuxième duodénum(Guérit 2001).  

1.2. Anatomie fonctionnelle  
 

Le pancréas est une glande à sécrétion endocrine et exocrine. La fonction endocrine du 

pancréas est assurée par les îlots de Langerhans formés d’amas de cellules secréteurs 



10 
 

d’hormones : les cellules β qui produisent l’insuline et les cellules α qui produisent le glucagon. 

Ces hormones assurent l’homéostasie glucidique en régulant la glycogénolyse et la 

néoglucogenèse. La fonction exocrine du pancréas joue un rôle clé dans la digestion des 

protéines, des glucides et des lipides. Elle est assurée par les cellules acineuses et canalaires 

qui représentent environ 90% des cellules pancréatiques (Figure 2). Les cellules acineuses 

sécrètent les enzymes digestives et les cellules canalaires produisent des sécrétions 

hydroélectrolytiques, formant ainsi le suc pancréatique (Dufresne et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Représentation schématique de la portion endocrine et exocrine du pancréas.  

1.3. Histologie du pancréas  
 

Le parenchyme pancréatique est organisé en lobules séparés par des septa fibreux. Ces 

lobules contiennent essentiellement des acini et des canaux excréteurs. Les îlots de 

Langerhans sont dispersés dans les lobules pancréatiques.  

1.3.1. Pancréas exocrine 
 

Cellule acineuse 

Cellule acineuse 

îlot de Langerhans

Acini 

Canal intra-lobaire 

Canal interlobaire 

Canal inter-lobaire 
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Les cellules acineuses, formant les acini, sont des cellules épithéliales polarisées. Leur partie 

basale contient le noyau et un riche réticulum endoplasmique rugueux. La partie apicale est 

chargée de grains de zymogènes qui contiennent les précurseurs enzymatiques. Au sein de 

l’acinus pancréatique, on trouve des cellules souches multipotentes appelées les cellules 

centro-acineuses qui peuvent se différencier en cellules acineuses, cellules canalaires et 

même en cellules endocrines. Les sécrétions enzymatiques sont drainées par des canaux 

excréteurs (canaux intralobulaires puis interlobulaires et enfin canaux collecteurs). Les canaux 

sont bordés par des cellules épithéliales cubiques ou cylindriques (Figure 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 3 : Coupe histologique d’un lobule pancréatique avec des acini et des cellules centro-
acineuses. Photographie issue du site Histologie spéciale humaine de l’université de Namur : 
http://www.histology.be/atlas/HSH/index.html 
 

1.3.2. Pancréas endocrine 
 

Acini 

Cellule acineuse 

Cellule centro-acineuse 
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Les îlots de Langerhans s’organisent sous forme de travées dispersées dans le parenchyme et 

richement vascularisées. Les îlots de Langerhans sont formés d’une mosaïque de cellules 

endocrines, parmi elles on peut distinguer : les cellule β qui sécrètent l’insuline, les cellules α  

 

productrices de glucagon, les cellules δ  à somatostatine et d’autres lignées cellulaires plus 

rares (cellules PP …) (Figure 4). 

 

 

 

        

 

 

 

 

Figure 4 : coupe histologique du pancréas endocrine. Photographie issue du site Histologie 
spéciale humaine de l’université de Namur : http://www.histology.be/atlas/HSH/index.html 

 

1.4. Classification histologique du cancer du pancréas  
 

La classification des tumeurs pancréatiques a été établie par l’OMS. La majorité des cancers 

du pancréas se développe à partir des cellules épithéliales exocrines. On distingue plusieurs 

sous-types tumoraux dont les caractéristiques histopathologiques sont différentes.  

îlot de Langerhans 

Capillaire 

Cellules endocrines 

http://www.histology.be/atlas/HSH/index.html


13 
 

1.4.1. Adénocarcinome canalaire pancréatique (ACP) 
 

Il s’agit de la tumeur maligne pancréatique la plus fréquente. Elle se développe à partir des 

cellules épithéliales des canaux excréteurs pancréatiques caractérisées par une expression de 

cytokératine et une production de mucines. La majorité de ces tumeurs sont moyennement 

ou bien différenciées avec souvent des contingents de différenciation différents au sein de la 

même tumeur. L’ACP se caractérise également par un stroma fibreux très dense composé de 

collagènes, de glycoprotéines non collagéniques, d’élastine et de protéoglycannes. Les ACPs 

bien différenciés se caractérisent par des formations néoplasiques canalaires glandulaires ou 

tubulaires à faible index mitotique, qu’il est parfois difficile de distinguer de canaux non 

tumoraux. Les cellules canalaires néoplasiques sont généralement plus grandes que celles des 

canaux non néoplasiques. Elles contiennent de gros noyaux ronds qui peuvent varier en taille, 

avec des membranes nucléaires pointues et des nucléoles distincts qui ne sont pas trouvés 

dans les cellules des canaux normaux.  

Les ACPs moyennement différenciés présentent des canaux néoplasiques et des structures 

glandulaires de différentes formes. Ces ACPs se caractérisent également par des formes et des 

tailles différentes  de leur noyau par rapport aux ACPs bien différenciés et présentent un index 

mitotique plus élevé.  

Les ACPs peu différenciés sont plus rares. Ils sont caractérisés par une perte de l’architecture 

canalaire avec des foyers anaplasiques et des plages de nécrose et d’hémorragie. Les cellules 

tumorales ont une très faible production de mucine avec un index mitotique très élevé.  

Même s’il n’existe pas de marqueur histochimique spécifique de l’ACP, certaines spécificités 

moléculaires peuvent être utilisées pour le différencier des autres adénocarcinomes :  
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• Mucines : La majorité des ACPs expriment les mucines MUC1, MUC3, 

MUC5AC, MUC6 et MUC17 (Kaur et al. 2013). La mucine MUC4 présente la 

particularité de ne pas être exprimer dans le pancréas sain mais uniquement 

dans les lésions précancéreuses pancréatiques et dans l’ACP (Vasseur et al., 

2015; Jonckheere et al., 2004).  

• Le CA 19-9 (Carbohydrate Antigen 19-9): Il s’agit d’un ganglioside contenant 

un radical sialyllacto-N-fucopentose, et fait partie des antigènes du groupe 

sanguin Lewis. Il est synthétisé par le pancréas normal mais également par 

plusieurs autres tissus (colique, biliaire, œsophagien, gastrique …) (Atkinson et 

al., 1982). Il est exprimé à la surface des cellules épithéliales et sert de ligand 

pour les monocytes et les macrophages. L’élévation du taux sanguin de CA 19-

9 traduit souvent un processus tumoral malin mais survient aussi au cours de 

certaines pathologies bénignes (Ballehaninna et al., 2011).  

• ACE (antigène carcino-embryonnaire) : Il s’agit d’une glycoprotéine d’un poids 

moléculaire entre 180 et 200 kDa. Son taux est élevé chez 30 à 60% des 

patients avec un cancer du pancréas (Meng et al. 2017).  

• Autres marqueurs : L’ACP exprime les mêmes cytokératines que le pancréas 

normal (7, 8, 18 et 19). Environ 50% des ACPs expriment la cytokératine 4, mais 

restent généralement négatifs pour la cytokératine 20. De plus, l’ACP 

n’exprime pas la vimentine, ni les marqueurs endocrines.  

1.4.2. Carcinome adénosquameux 
 

Il s’agit d’une tumeur rare caractérisée par la présence de cellules glandulaires productrices 

de mucines et une composante épidermoïde. Son incidence varie de 0,5 à 2 % selon les études 



15 
 

(Gunjan et al., 2016). Pour qu'une tumeur soit considérée comme adénosquameuse, le 

contingent épidermoïde doit représenter plus de 30 % de la tumeur (Bideau et al., 2008). Le 

carcinome épidermoïde primitif du pancréas a été déjà décrit (Bideau et al., 2008).  

1.4.3. Carcinome anaplasique ou indifférencié  
 

Les carcinomes anaplasiques sont des tumeurs rares très agressives qui représentent 0,8 à 

5,7% des tumeurs malignes du pancréas(Hoshimoto et al. 2016). Plusieurs entités 

pathologiques ont été décrites : carcinome sarcomatoÏde, carcinome à cellules géantes ou 

pléÏomorphe, carcinome à cellules ostéoclastiques … 

1.4.4. Carcinome mucineux non kystique  
 

Appelée aussi carcinome colloïde ou gélatineux, cette tumeur est caractérisée par une forte 

expression de mucines. Elle représente 1 à 3% des tumeurs malignes pancréatiques(‘Tumours 

of the Exocrine Pancreas WHO Histological Classification of Tumours of the Exocrine Pancreas’ 

2010).  

1.4.5. Autres tumeurs malignes du pancréas  
 

On distingue d’autres carcinomes pancréatiques qui sont plus rares(‘Tumours of the Exocrine 

Pancreas WHO Histological Classification of Tumours of the Exocrine Pancreas’ 2010). Le 

carcinome pancréatique à cellules indépendantes est extrêmement rare et de très mauvais 

pronostic. Le carcinome mixte canalaire et endocrine est défini par la présence d’au moins 

30% de cellules tumorales endocrines en plus des cellules canalaires néoplasiques. D’autres 

carcinomes sont exceptionnels comme les carcinomes médullaires, hépatoïdes, à cellules 

ciliées … 
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1.5. Les lésions précancéreuses du pancréas  
 

Les lésions précancéreuses du pancréas sont des lésions canalaires intraépithéliales 

d’évolution progressive. Elles suivent le même processus de cancérisation que le cancer du 

côlon (dysplasie de bas, moyen et haut grade, puis carcinome in situ et enfin le carcinome 

infiltrant). Trois lésions précancéreuses ont été décrites dont les particularités cliniques, 

pathologiques et moléculaires sont distinctes. 

1.5.1. Les néoplasies pancréatiques intra-épithéliales (PanIN) 
 

Décrites pour la première fois en 1998 (Brat et al. 1998), les PanINs sont les lésions 

précancéreuses pancréatiques les plus fréquentes. Il s’agit de lésions canalaires non invasives 

se développant sur des petits canaux pancréatiques. Elles sont caractérisées par 

l’accumulation d’anomalies cytologiques et architecturales permettant de les classer en 

plusieurs catégories :  

• PanIN 1A : Il s’agit de lésions plates caractérisées par des cellules organisées en 

colonnes à noyau situé au contact de la membrane basale. Ces cellules accumulent 

une quantité abondante de mucine intra-cytoplasmique.  

• PanIN 1B : Les PanIN 1B sont des lésions épithéliales papillaires mais par ailleurs 

identiques aux PanIN 1A.  

• PanIN 2 : Les cellules épithéliales mucineuses plates ou papillaires, présentent des 

anomalies nucléaires (perte de la polarité cellulaire, noyaux dilatés, 

hyperchromatie…). Généralement, les mitoses sont rares sans atypie et le 

cytoplasme est normal.  

• PanIN 3 : D’architecture papillaire le plus souvent, les PanIN 3 ou carcinome in situ 

présentent des anomalies cyto-nucléaires marquées. La présence de clusters de 
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cellules épithéliales comblant la lumière canalaire et la survenue de nécrose 

canalaire sont caractéristiques des lésions de PanIN 3.  
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Figure 5 : Coupes histologiques des différentes anomalies histologiques des PanIN 
(photographies issues du site John Hopkins Medicine Pathology : 
http://www.path.jhu.edu/pancreas/professionals/DuctLesions.php 

La progression des lésions de PanIN s’accompagne d’anomalies moléculaires qui 

s’apparentent à celles observées dans le cancer du pancréas (Takaori et al., 2006). La mutation 

du gène K-ras apparait très précocement dans les lésions des PanIN. Une méta-analyse a 

révélé que la mutation K-ras sur le codon 12 (G12D) a été retrouvé dans 36% des lésions de 

PanIN 1, 44% des PanIN 2 et 87% des PanIN 3 (Löhr et al., 2005). Collins et al, ont démontré 

que la mutation K-ras, la perte de l’expression de la protéine p53 et l’activation de voie 

Hedgehog joueraient un rôle essentiel dans le développement et la progression des lésions de 

PanINs (Collins et al., 2012). Certains gènes suppresseurs de tumeurs sont inactivés dans les 

PanIN. Le taux d’inactivation du gène CDKN2A/p16 est directement proportionnel au grade de 

dysplasie des PanIN (30% dans les PanIN 1A/B, 55% dans les PanIN 2 et >70% dans les PanIN 

3) (Wilentz et al., 1998).  La perte de l’expression de la protéine TP53 n’est observée que dans 

12% des PanIN 3 sans inactivation dans les PanIN 1 et 2 (DiGiuseppe et al., 1994). De la même 

façon, l’expression de la protéine SMAD4 est conservée dans les PanIN 1 et 2 mais perdue 

dans 30% des PanIN 3 (Wilentz et al., 2000). D’autres mutations sont observées dans les PanIN 

telles que les mutations des gènes BRCA2 (Goggins et al., 2000) et ERBB2 (Day et al., 1996) 

(Figure 6). 

http://www.path.jhu.edu/pancreas/professionals/DuctLesions.php
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Figure 6 : Modèle de progression histologique des lésions de PanIN avec les principales 
mutations selon le grade de dysplasie d’après Wilentz et al (Wilentz et al., 2000).  
 

1.5.2. Les Tumeurs intra-canalaires, papillaires et mucineuses du pancréas (TIPMP) 
 

Il s’agit de lésions mucineuses développées aux dépens des canaux pancréatiques principaux 

et/ou secondaires sans stroma ovarien à la différence des cystadénome mucineux. Les TIPMP 

s’accompagnent d’une mucosécrétion abondante et communiquent avec les canaux 

pancréatiques.  

Leur symptomatologie est souvent fruste et leur diagnostic est souvent fortuit ou à l’occasion 

d’une poussée de pancréatite aiguë. Selon leur phénotype, les TIPMP sont classés en 4 types 

histologiques (Fernández et al., 2010) (Figure 7):  

• Le phénotype gastrique : Il présente des points communs avec la muqueuse 

gastrique au niveau morphologique et phénotypique. Ce phénotype présente une 

faible agressivité et reste de meilleur pronostic et caractérise les TIPMP des canaux 

secondaires. La dégénérescence de ce type histologique aboutit le plus souvent à 

un adénocarcinome tubulaire.  
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• Le phénotype intestinal : de morphologie très similaire aux adénomes coliques, ce 

phénotype évolue rapidement vers un cancer invasif de type colloïde. Ce 

phénotype caractérise le plus souvent  les TIPMP du canal principal ou mixte.  

• Le phénotype oncocytaire :  il est souvent caractérisé par la présences d’atypies 

cytologiques sévères. Les papilles sont épaisses et l’architecture est souvent 

complexe.  

• Le phénotype bilio-pancréatique :  c’est le type histologique avec le pronostic le 

plus sombre. La dégénérescence en adénocarcinome tubulaire est fréquente.  

 

Les altérations génétiques observées dans les TIPMP sont relativement comparables à celles 

de l’adénocarcinome pancréatique. Ces anomalies intéressent fréquemment les gènes K-ras, 

TP53, CDKN2A et SMAD4 (Makohon-Moore et al.,  2013). La majorité des TIPMP présente une 

mutation d’une autre protéine activatrice de la prolifération, la protéine GNAS. Il s’agit d’une 

G-protéine dont la mutation est responsable d’une activation de la prolifération cellulaire. La 

mutation de la protéine GNAS est spécifique des TIPMP puisqu’elle n’est pas retrouvée dans 

les adénocarcinomes pancréatiques. De plus, la prévalence des mutations K-ras et GNAS est 

directement corrélée au degré de dysplasie et au type histologique. en effet, la mutation GNAS 

est souvent retrouvée dans le phénotype intestinal alors que le sous-type bilio-pancréatique 

est souvent muté K-ras.  
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Figure 7 : Classifications morphologique et histologique des TIPMP et les types de 
carcinome invasif en cas de dégénérescence d’après Fernández-del Castillo et al (Fernández 
del Castillo et al., 2010).  
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1.5.3. Le cystadénome mucineux du pancréas 
 

Il s’agit d’une lésion kystique mucineuse caractérisée par la présence d’un stroma ovarien. 

Cette lésion, souvent unique avec une paroi épaisse, survient le plus souvent chez la femme 

jeune entre 20 et 40 ans. Le cystadénome mucineux est souvent localisé dans le corps et la 

queue du pancréas et ne présente pas de communication avec les canaux pancréatiques. 

L’évolution vers le cystadénocarcinome mucineux est la conséquence de l’accumulation de 

mutations des mêmes gènes impliqués dans l’adénocarcinome du pancréas (Suguru et al., 

2008).    

 

1.6. Classification moléculaire du cancer du pancréas 
 

Les travaux de séquençage génétique et épigénétique ont révélé l’existence d’une hétérogénéité dans 

le cancer du pancréas. Plusieurs classifications moléculaires ont été proposées, distinguant plusieurs 

sous-types de cancer du pancréas. Collison et al., ont décrit en 2011 une première classification 

moléculaire du cancer du pancréas réséqué sans traitement néoadjuvant selon une approche 

transcriptomique. Trois sous-types ont été identifiés : classique, quasi-mésenchymateux et exocrine-

like (Collison et al., 2011).  De plus, les auteurs ont montré une corrélation entre un mauvais pronostic 

et le sous-type quasi-mésenchymateux. En 2015, Moffitt et al., ont identifié avec une analyse 

trasncriptomique, 4 sous-types moléculaires du cancer du pancréas : Basal-like, classique, avec stroma 

normal et avec un stroma activé (Moffitt et al., 2015). Une autre classification a été proposée en 2016 

par Bailey qui distingue 4 sous-types de cancer du pancréas avec des caractéristiques moléculaires 

différentes impactant le pronostic : squameux, progéniteur pancréatique, immunogénique et le sous-

type ADEX (Aberrantly Differentiated Endocrine Exocrine) (Bailey et al., 2016).  

• Le sous type squameux : est caractérisé par l’altération de l’expression de plusieurs gènes 

dont ceux impliqués dans l’inflammation, l’hypoxie, la voie du TGFβ, la voie myc et certains 
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gènes dans la modulation de la chromatine. Ce sous-type est également caractérisé par 

l’expression d’un isoforme de la protéine p63 appelé ΔNp63 (Somerville et al., 2018). Cette 

dernière est caractéristique des tissus épithéliaux squameux. Ce sous-type est également 

caractérisé par une perte de la signature endodermique via la méthylation de certains gènes 

comme le HNF4A et GATA6 (Collisson et al., 2019). Enfin, ce sous-type est associé à un mauvais 

pronostic.  

• Le sous-type progéniteur pancréatique : ce sous-type est caractérisé par l’expression de 

facteurs de transcription impliqués dans la différenciation des cellules pancréatiques à partir 

de leurs progéniteurs endodermiques. L’un de ces principaux facteurs de transcription est le 

PDX1 qui semble jouer un rôle oncogénique. De plus, les mucines MUC5AC et MUC1 sont 

préférentiellement co-exprimées dans ce sous-type moléculaire (Bailey et al., 2016). 

• Le sous-type ADEX : ce sous-type est caractérisé par la régulation de gènes impliqués dans les 

stades tardifs de différenciation des cellules pancréatiques en cellules endocrines et exocrines. 

Parmi les facteurs de transcription surexprimés dans ce sous-type, le NR5A2 joue un rôle dans 

l’acquisition de propriétés de cellules souches et dans le phénomène de transition épithélio-

mésenchylateuse (Luo et al., 2017).  

• Le sous-type immunogénique : ce sous-type est caractérisé par une réaction immunitaire 

significative impliquant plusieurs médiateurs de la réponse immunitaire (lymphocyte B, 

lymphocyte T CD4+ et CD8+, macrophages …) et des voies de signalisation impliquant PD1 et 

CTLA4 (Bailey et al., 2016).  

 

1.7. Epidémiologie du cancer du pancréas 
 

Le cancer du pancréas est classé au 12ème rang en termes d’incidence et de prévalence dans 

le monde. Les données mondiales fournies par l’International Agency for Research on Cancer 

évaluent l’incidence à 458 918 cas enregistrés de cancer du pancréas en 2018 avec une 
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prévalence estimée à 282 574 (Figure 8), ce qui représente environ 2,5% des cas de cancer 

enregistrés dans le monde(Bray et al., 2018). Selon les estimations de GLOBOCAN pour l’année 

2018, les taux d’incidence et de prévalence les plus élevés sont estimés en Europe, en 

Amérique du nord, au Japon, en Australie et en nouvelle Zélande (Figure 9). L’incidence du 

cancer du pancréas semble être légèrement plus élevée chez les hommes par rapport aux 

femmes (5,5 cas par 100 000 chez les hommes, 4 cas par 100 000 chez les femmes) (Bray et 

al., 2018). L’incidence du cancer du pancréas augmente avec l’âge ; il reste rare avant 55 ans 

et concerne essentiellement des patients âgés de plus de 65 ans (Howlader et al., 2015; 

Malvezzi et al., 2016).  

 

Figure 8: Estimation de la prévalence et de l’incidence des 15 cancers les plus fréquents dans 
le monde selon GLOBOCAN pour l’année 2018. https://gco.iarc.fr/today/home 

 

En France, En 2018, on estime le nombre de nouveaux cas de cancers du pancréas à 7301 chez 

l’homme et à 6883 chez la femme. Selon les données de GLOBOCAN, le cancer du pancréas 

arrive au 9ème rang en terme d’incidence en France, avec un taux supérieur à la moyenne 

https://gco.iarc.fr/today/home
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européenne (Binder-Foucard et al., 2014). De plus, le cancer du pancréas représente environ 

3% des nouveaux cas de cancers diagnostiqués annuellement en France (Heuzé et al., 2019).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9: Les taux d’incidence standardisés sur l’âge (A) et de prévalence (B) dans le monde 

selon GLOBOCAN 2018. https://gco.iarc.fr/today/home 

 

L’incidence du cancer du pancréas est en hausse croissante. Nous disposons de plusieurs 

données récentes qui montrent une augmentation progressive des nouveaux cas de cancer 

du pancréas dans tous les pays mais surtout en Europe et aux Etats-Unis (Luo et al., 2019). 
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L’analyse des bases de données SEER a révélé une augmentation de l’incidence ajustée à l’âge 

du cancer du pancréas de 11,85/100 000 en 2000 à 14,70/100 000 en 2014, avec une 

augmentation annuelle moyenne de 1,6% (Wu et al., 2018). Cette tendance se confirme en 

France puisque l’Institut National du Cancer (INCa) a rapporté durant la période 1990-2018, 

une augmentation du l’incidence du cancer du pancréas selon un rythme moyen de  +2,7 % et 

+3,8 % par an respectivement chez l’homme et la femme (Defossez et al., 2019). Cette 

tendance à l’augmentation de l’incidence du cancer du pancréas va se poursuivre durant les 

trois prochaines décennies. Selon la base de donnée GLOBOCAN, l’incidence mondiale du 

cancer du pancréas augmenterait de 77,7% entre 2018 et 2040 avec une  différence 

significative entre les pays. En Europe, cette hausse d’incidence serait estimée à 29% (Ferlay 

et al., 2018).  

1.8. Facteurs de risque du cancer du pancréas  
 

Plusieurs facteurs de risque du cancer du pancréas ont été identifiés ces dernières années. Le 

tabagisme est le principal facteur de risque environnemental de la majorité des cancers, y 

compris le cancer du pancréas. Ce risque de survenue de cancer du pancréas a été évalué dans 

une méta-analyse à 1,74 (Iodice et al., 2008) et semble augmenter avec la durée et la sévérité 

de la consommation tabagique. De plus, une étude a estimé que le tabac serait à l’origine de 

26% des cas de cancer du pancréas chez les homme et 31% chez les femmes au Royaume Uni 

(Parkin et al., 2011).  

Plusieurs études suggèrent que l’obésité est associée à un risque de cancer du pancréas 

(Renehan et al., 2008; Stolzenberg-Solomon et al., 2008). De plus, il a été observé la présence 

de lésions précancéreuses pancréatiques chez des patients obèses (Rebours et al., 2015) 

suggérant l’implication de ce phénomène dans la carcinogenèse pancréatique. En effet, 
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l’insulinorésistance provoquée par la graisse viscérale est l’événement clé qui induit un 

relargage de facteurs pro-inflammatoires qui favorisent la carcinogenèse pancréatique par 

l’activation de certaines voies de signalisation pro-oncogéniques et l’induction de dommages 

génétiques (Van Kruijsdijk et al., 2009).  

Le rôle du diabète dans la survenue du cancer du pancréas a été largement étudié 

(Maisonneuve et al., 2015; Batabyal et al., 2014; Pezzilli et al., 2013). Dans une étude italienne, 

la survenue de cancer du pancréas a été attribuée au diabète chez 10% des patients (Rosato 

et al., 2015). Le cancer du pancréas peut également se manifester par la survenue d’un diabète 

de novo ou par une aggravation d’un diabète préexistant et certains auteurs supposent que 

le diabète n’est que la manifestation d’une condition précancéreuse ou d’un authentique 

cancer de pancréas jusqu’alors asymptomatique (Gullo et al., 1999).  

La pancréatite chronique est également considérée comme un facteur de risque de cancer du 

pancréas (Ekbom et al., 1994; Raimondi et al., 2010; Duell et al., 2012). Cependant, seulement 

1,8% de ces patients développeront un cancer du pancréas après 10 ans d’évolution de la 

pancréatite chronique et 4% à 20 ans (Hirota et al., 2012; Yadav et al., 2010). Ce risque est 

majoré en cas de pancréatite chronique héréditaire(mutation de PRSS1, CFTR, SPINK1 …), 

multipliant le risque par 50 à 60 par rapport à la population générale (Lowenfels et al., 2000). 

La prédisposition génétique représente environ 10% des cancers du pancréas(Shi, Daniels, and 

Hruban 2008). Plusieurs mutations génétiques ont été identifiées comme associées à un 

risque de cancer du pancréas. Parmi les gènes impliqués, on trouve BRCA1, BRCA2, PALB2, 

ATM, CDKN2A, APC, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, PRSS1 et STK11 (Grant et al., 2015; Vincent 

et al., 2011). Le cancer du pancréas est également associé à certains syndromes comme le 

Lynch, Peutz-Jeghers, la polypose adénomateuse familiale et le syndrome de Li-Fraumeni.  



28 
 

D’autres facteurs de risques de cancer du pancréas ont été décrits dans la littérature comme 

l’infection à Helicobacter pylori, les groupes sanguins A et B, l’ethnie afro-américaine…  

 

1.9. Diagnostic du cancer du pancréas 
 

1.9.1. Les signes cliniques du cancer du pancréas 
 

Le diagnostic du cancer du pancréas est souvent fait à des stades avancés. En effet, environ 

80% des patients sont jugés non résécables  ou métastatiques au moment du diagnostic(Siegel 

et al.,  2019). Les symptômes sont le plus souvent non spécifiques et dominés par l’apparition 

d’une altération de l’état général. De plus, le type des symptômes cliniques dépend 

principalement de la localisation de la tumeur dans le pancréas et du stade (Modolell et al., 

1999). La survenue d’un ictère est un symptôme précoce du cancer du pancréas céphalique 

contrairement à celui du corps et de la queue dont le diagnostic est souvent fait à des stades 

avancés.  Le cancer de la tête du pancréas peut également être associé à une stéatorrhée liée 

à l’insuffisance pancréatique exocrine par obstruction du canal de Wirsung. D’autres 

symptômes comme la découverte ou l’aggravation d’un diabète, une douleur abdominale, 

une pancréatite aiguë … peuvent constituer un mode de révélation d’un cancer du pancréas.  

1.9.1.1. Diagnostic biologique du cancer du pancréas 
 

Le taux sérique du CA19-9 a une sensibilité et une spécificité de 80% chez les patients atteints 

de cancer du pancréas mais sa valeur prédictive positive est faible (Huang et al., 2014). En 

effet, le CA19-9 peut être élevé dans d’autres circonstances cliniques comme la choléstase, le 

diabète et la pancréatite chronique. De plus, étant donné que l’antigène CA19-9 est présent 

dans l’épithélia de plusieurs tissus, son élévation peut être notée en cas de cancers des voies 
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biliaires, d’un hépatocarcinome, d’un cancer gastrique, colique ou œsophagien (Steinberg et 

al., 1990). Enfin, l’apport diagnostique du CA19-9 en cas de découverte d’une lésion 

pancréatique est faible. Poruk et al., ont rapporté dans une méta-analyse une sensibilité du 

CA19-9 à 78,2% en cas de cancer du pancréas et une spécificité à 82,8% en cas de tumeur 

bénigne(Poruk et al., 2013).  

D’autres marqueurs tumoraux (ACE, CA-125, ADN tumoral circulant, micro-ARN tumoraux …) 

sont décrits mais dont le dosage n’est pas recommandé en pratique clinique. 

1.9.2. Les examens morphologiques  
 

En cas de suspicion de cancer du pancréas, le scanner abdominopelvien avec injection en 

coupes fines et en acquisition multiphasique est l’examen de première intention (Al-Hawary 

et al., 2014). En plus de son intérêt diagnostique, le scanner permet d’évaluer la résécabilité, 

l’extension vasculaire et la recherche de métastases hépatiques. En cas de cancer du pancréas, 

le scanner à une précision diagnostique de 90% et de résécabilité de 85-95% (Kamisawa et al., 

2016).  

L’imagerie par résonance magnétique (IRM) a une sensibilité et une spécificité comparables à 

celles du scanner (Kamisawa et al., 2016). En revanche, l’IRM est supérieure au scanner pour 

le diagnostic des lésions pancréatiques de petites tailles, isodenses au scanner et pour la 

détection des métastases hépatiques (Marion-Audibert et al., 2018).   

L’echo-endoscopie doit être réalisée après le scanner abdominal. Son intérêt est de permettre 

d’obtenir une preuve histologique et à moindre degré d’évaluer l’extension vasculaire et 

locorégionale. Au cours de cette procédure, un drainage biliaire prothétique peut être réalisé 

dans certains cas.  
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Concernant la tomographie par émission de positons au 18-fluorodesoxyglucose (TEP FDG), 

son utilisation pour le diagnostic positif du cancer du pancréas ou le diagnostic différentiel 

avec d’autres pathologiques pancréatiques n’est pas recommandée. 

1.10. Classifications thérapeutiques du cancer du pancréas  
 

1.10.1. Classification du National Comprehensive Cancer Network (NCCN) 
 

La définition de la résécabilité du cancer du pancréas nécessite une expertise radiologique à 

partir d’un examen scanographique de qualité. L’évaluation de la résécabilité déterminera 

ainsi une approche thérapeutique médicale et/ou chirurgicale. Plusieurs classifications ont été 

proposées pour définir la résécabilité du cancer du pancréas en se basant sur l’évaluation du 

contact tumoral avec les structures vasculaires adjacentes (Figure 10). La classification 

National Comprehensive Cancer Network (NCCN) est la plus souvent utilisée. Elle définit les 

tumeurs comme résécables d’emblée, borderline ou localement avancées (Tableau 1).  Cette 

évaluation est basée sur la présence ou non d’un contact vasculaire veineux mésentérico-

porte ou artérielle intéressant l’artère mésentérique supérieure (AMS) ou le tronc cœliaque 

(TC) et sur sa quantification (Figure 10).  
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Tableau 1 : Définition de la résécabilité selon la classification NCCN 2019 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10: Coupes scanographiques de tumeurs pancréatiques résécable, borderline et 
localement avancée selon NCCN 
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1.10.2. Classification TNM (Tumor-Node-Metastasis) 
 

La classification TNM du cancer du pancréas permet de caractériser les tumeurs selon leur 

taille (T), leur extension ganglionnaire locale et régionale (N) et la présence de métastase(s) 

(M). La 8ème édition de cette classification a été publiée par l’American Joint Committee on 

Cancer (AJCC) en 2017 (Tableau 2) (Brierley et al., 2017). Sa détermination peut être clinique 

(cTNM) en se basant sur les données pré-thérapeutiques (clinique, endoscopie, imagerie …) 

ou histopathologiques après analyse histologique de la pièce opératoire (pTNM). Elle permet 

également de classer les tumeurs en plusieurs stades ce qui permet de guider la prise en 

charge thérapeutique (Tableau 3). Contrairement à la classification NCCN, son utilisation en 

pratique clinique reste limitée.  

 Tableau 2 : Classification TNM selon la 8ème édition de l’AJCC 

 

 

T N M 

T1 : tumeur < 2 cm N0 :  pas de métastases 
ganglionnaires 

M0 : pas de métastase (s) à 
distance  

T1a : tumeur <0,5 cm N1 : 1 à 3 ganglions régionaux 
métastatiques 

M1 : métastase (s) à distances 

T1b : tumeur entre 0,5 et 1 cm N2 : ≥ 4 ganglions régionaux 
métastatiques 

 

T1c : tumeur entre 1 et 2 cm    

T2 : tumeur entre 2 et 4 cm    

T3 : tumeur > 4 cm   

T4 : tumeur envahissant le Tc, 
AMS ou l’AHC quelque soit la 
taille 
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Tableau 3: Stades TNM du cancer du pancréas selon l’AJCC  

 

 

 

1.11. Les principaux facteurs pronostiques du cancer du pancréas 
 

Plusieurs facteurs pronostiques ont été identifiés comme prédictifs de la survie des patients 

atteints de cancer du pancréas. Plusieurs études ont montré que l’état général était un facteur 

prédictif de survie ; les patients altérés avaient un mauvais pronostic indépendamment du 

stade tumoral(Le, Sund, and Vinci 2016). Le taux de CA19-9 au diagnostic a été également 

étudié. Plusieurs études ont montré l’impact pronostique du taux préopératoire de CA19-9 

sérique sur la survie des patients avec un cancer du pancréas réséqué (Barton et al., 2009; 

Ueda et al., 2009; Hernandez et al., 2009). Chez les patients non résécables, le CA19-9 est aussi 

un facteur pronostique de survie (Saad et al., 2002). De  plus, le taux de CA19-9 pourrait avoir 

un intérêt dans l’évaluation de la réponse à la chimiothérapie. En effet, la diminution du CA19-

9 sérique est le plus souvent associée à une réponse radiologique et une meilleure survie 

(Wong et al., 2008). D’autres marqueurs biologiques comme la protéine C-réactive (CRP), le 

taux sérique de LDH, le ratio neutrophile/lymphocyte ont été décrits récemment comme 

prédictifs de la survie.  

Stade IA T1 N0 M0 

Stade IB T2 N0 M0 

Stade IIA T3 N0 M0 

Stade IIB T1-T3 N1 M0 

Stade III Tx 
T4 

N2 
Nx 

M0 
M0 

Stade IV Tx Nx M1 
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La taille tumorale impacte également le pronostic des patients avec un cancer du pancréas. 

Elle est directement corrélée à la survie et limite souvent les possibilités de résection. De plus, 

l’atteinte ganglionnaire est un facteur pronostique important qui a été largement étudiée 

(Winter et al., 2006; Konstantinidis et al., 2010; Riediger et al., 2009). Le ratio ganglions 

envahis/ganglions prélevés est un marqueur pronostique plus pertinent que l’envahissement 

ganglionnaire seul.  

Enfin, la résection en marge positive et l’envahissement périnerveux sont associée à une 

réduction significative de la survie (Gnerlich et al., 2012; Winter et al., 2006; Hirai et al., 2002).  

Les principaux facteurs pronostiques sont résumés dans le tableau 4. 

Tableau 4 : Les principaux facteurs pronostiques du cancer du pancréas 

 

 

1.12. Traitement du cancer du pancréas 
 

Le traitement du cancer du pancréas dépend de l’extension locale de la tumeur définie par la 

classification NCCN et la présence ou non de métastases. Les deux principales modalités du 

traitement sont la résection chirurgicale et la chimiothérapie. 

 

Facteurs pronostiques du cancer du pancréas 

Cliniques Biologiques Histologiques Moléculaires 
Mode de 
traitement 

- Etat général  

• Score OMS 
- Dénutrition 
- Mode de 
présentation 

• Ictère  

• Douleur  

- CA19-9 
- CRP 
- Plaquettes 
- LDH 
- Ratio neutrophile/ 
lymphocyte 

- Stade TNM 
- Différenciation tumorale 
- Envahissement ganglionnaire  
- Ratio ganglions 
envahis/ganglions prélevés 
- Envahissement périnerveux 
- Marges de résection 
postitives 
- Envahissement vasculaire 

- Mutation p16 
- Mutation 
SMAD4 
- Expression 
SPARC 
- Cellules 
tumorales 
circulantes 
- HIF1α 

… 

- Résécabilité 
- 
Chimiothérapie 
adjuvante 
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1.12.1. La chirurgie du cancer du pancréas 
 

Malgré les progrès récents, peu de patients sont concernés par la prise en charge chirurgicale 

car la majorité des patients (≈80%) sont diagnostiqués à un stade avancé ou métastatique. La 

chirurgie pancréatique est complexe et nécessite une expertise technique et oncologique. Son 

taux de mortalité est élevé et varie considérablement en fonction du volume du centre (El 

Amrani et al., 2018). Elle offre les meilleures chances de survie en cas de résection complète 

associée à une chimiothérapie adjuvante (Conroy et al., 2018).  Plusieurs types de résections 

chirurgicales sont possibles en fonction de la localisation tumorale :   

• La duodénopancréatectomie céphalique (DPC) : c’est la résection chirurgicale la plus 

fréquente. Elle est réservée aux tumeurs céphaliques et isthmiques du pancréas et 

consiste en l’exérèse en monobloc de la tête du pancréas, le cadre duodénal, l’antre 

gastrique, la première anse jéjunale, la vésicule biliaire et le canal cholédoque (Figure 11A). 

Elle est associée à un curage ganglionnaire défini pas un consensus international (Tol et 

al., 2014). L’intervention se termine généralement par le curage de la lame rétroporte, 

emportant ainsi le tissu rétroportal définissant les marges artérielle et veineuse  dont la 

résection complète impacte fortement le pronostic (Delpero et al., 2017). La deuxième 

phase consiste en la réalisation de plusieurs anastomoses selon le montage de Child 

(Figure 11B). 

• La splénopancréatectomie gauche (SPG) : est l’intervention réservée aux tumeurs 

corporéocaudales. Cette résection est moins fréquente que la DPC en raison du caractère 

tardif du découverte de ces tumeurs (Lau et al., 2010). La SPG emporte l’isthme, le corps, 

la queue du pancréas ainsi que la rate (Figure 12). La morbi-mortalité de la SPG reste 
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inférieure à celle de la DPC avec un taux de survie équivalent entre les deux types de 

résection (Delpero et al., 2010).  

D’autres types de résections et des résections étendues aux organes de voisinage sont 

possibles.  

La chirurgie du cancer du pancréas n’a d’intérêt qu’en cas de résection microscopiquement 

complète (R0). En cas de résection microscopiquement (R1) ou macroscopiquement (R2) 

incomplète, la survie après résection est faible (Delpero., 2010). Par conséquent, en vue de la 

morbi-mortalité de la chirurgie pancréatique, seule une résection complète (R0) peut-être 

envisagée. La place de la chirurgie dans la prise en charge du cancer du pancréas dépend de 

son extension locale évaluée par la classification NCCN. 

• Tumeurs résécables d’emblée : la résection pancréatique reste la règle en cas de tumeur 

classée comme résécable. La chimiothérapie néoadjuvante n’est pas la référence dans 

cette situation en attendant les résultats des essais randomisés.  

• Tumeurs borderline et localement avancées : la chirurgie d’emblée n’est pas 

recommandée en cas de tumeurs borderline ou localement avancées en raison du risque 

majeur de résection R1. Un traitement d’induction par chimiothérapie  ± 

radiochimiothérapie complémentaire permet d’augmenter le taux de résécabilité 

secondaire avec des résultats prometteurs (Pietrasz et al., 2019).  

• Tumeurs métastatiques : la résection chirurgicale n’a aucune place dans la prise en charge 

du cancer du pancréas métastatique.  
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Figure 11 : La duodénopancréatectomie céphalique.  
A- Représentation schématique de la pièce opératoire à la fin de la phase de résection qui se 
termine par la section de la lame retroporte. B- Le montage chirurgical selon Child avec les 
anastomoses pancréatico-jéjunale, bilio-digestive et gastro-entéro-anastomose, C- 
photographie de la pièce de duodénopancréatectomie céphalique, D- image peropératoire 
après chute de pièce opératoire.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figure 12 : Splénopancréatectomie gauche.  
A- Représentation schématique de la splénopancréatectomie gauche, B- Pièce opératoire de 
la splénopancréateatectomie gauche 

 

 

A
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1.12.2. La chimiothérapie 
 

Plusieurs molécules de chimiothérapie sont utilisées dans le traitement du cancer du 

pancréas. Ces molécules sont proposées en situation néoadjuvante, comme traitement 

d’induction ou en situation palliative. Plusieurs molécules et associations de molécules sont 

utilisées dans le traitement du cancer du pancréas avec une efficacité variable. L’objectif de 

ces traitements est de détruire (drogues cytotoxiques) ou de diminuer la multiplication des 

cellules tumorales.  

• 5-FLUOROURACILE (5-FU) 
 

Il s’agit du traitement historique du cancer du pancréas jusqu’à 1997. Le 5-FU est une molécule 

cytostatique appartenant à la famille des antimétabolites. Son mode d’action passe par le 

blocage de la méthylation de l’uracile en thymine en inhibant la thymidilate synthétase 

aboutissant à l’inhibition de la synthèse de l’ADN. Il peut être administré par voie 

intraveineuse ou orale (sous forme d’un précurseur : Capécitabine).  

Le 5-FU était considéré pendant longtemps comme la seule molécule de chimiothérapie 

proposée aux patients avec un cancer du pancréas. Plusieurs études ont comparé le 5-FU à 

une abstention thérapeutique chez des patients avec des tumeurs non résécables ou 

métastatiques avec des résultats souvent décevants (Kovach et al., 1974; Hansen et al., 1988).  
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• GEMCITABINE   

La gemcitabine, ou 2’-désoxy-2’,2’-difluorocytidine (dFdC) est une drogue de la classe des 

antimétabolites. Après son entrée dans la cellule tumorale par les transporteurs 

membranaires appelés human Equilibrative ou Concentrative Nucleoside Transporter (hENT 

ou hECN), la gemcitabine est métabolisée par des nucléosides kinases en nucléosides di 

(dFdCDP)- et tri-phosphate (dFdCTP). Le dFdCTP est incorporé dans l’ADN, inhibant ainsi 

l’élongation de l’ADN. La dFdCDP  bloque la synthèse des désoxyribonucléotides en inhibant 

la ribonucléase réductase (Figure 13). 

Figure 13 : Métabolisme de la gemcitabine. dFdC : difluoro désoxycytidine, dCK : 
désoxycytidine kinase, RR : ribonucléotide réductase, TS : thymidylate synthétase, dCDA : 
désoxycytidine desaminase, 5’-NT : 5’-nucléotidase. 

 

Les résultats du premier essai sur l’efficacité de la gemcitabine dans le traitement du cancer 

du pancréas ont été publiés en 1997. Burris et al., ont évalué le bénéfice clinique et la survie 

des patients avec un cancer du pancréas localement avancé ou métastatique traités par 

gemcitabine ou 5-FU (Burris et al., 1997). Les auteurs ont démontré une amélioration du 

bénéfice clinique (23% vs 5%, p=0,0022) et de la médiane de survie (5,6 mois vs 4,4 mois, 

p=0,0025) en faveur de la gemcitabine.  
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La gemcitabine a été également évaluée en association à d’autres drogues. Le protocole 

GEMOX, association gemcitabine et oxaliplatine, était associé à un taux de réponse (27% vs 

17%, p=0,04), à une survie sans progression (5,8 vs 3,7 mois, p=0,04) et à un bénéfice clinique 

(38% vs 27%) supérieurs à la gemcitabine seule. Cependant, le protocole GEMOX n’impactait 

pas la survie globale (9 vs 7,1 mois, p=0,13) (Louvet et al., 2005). De plus, l’association 

gemcitabine-capecitabine a fait l’objet d’un essai randomisé qui n’a pas montré 

d’amélioration de la survie globale mais un bénéfice en termes de survie sans récidive et de 

taux de réponse objective (Cunningham et al., 2009). D’autres combinaisons ont été 

rapportées associant gemcitabine à l’oxaliplatine, erlotinib, bevacizumab ou cetuximab.  

• FOLFIRINOX  
 

Il s’agit de l’association de trois molécules de chimiothérapie : un analogue des bases 

pyrimidiques (5-FU), un sel de platine (oxaliplatine) et un inhibiteur de topoisomérase I 

(l’irinotecan). 

Les sels de platine sont des agents alkylants qui inhibent la réplication et la transcription de 

l’ADN par la formation de liaisons covalentes entre ces molécules et les guanines ou les 

arginines de l’hélice de l’ADN. L’oxaliplatine est l’agent le plus souvent utilisé en cancérologie 

et son spectre d’action est plus large par rapport aux autres platines (cisplatine et 

carboplatine).  

L’irinotecan est un inhibiteur de la topoisomérase de type I qui intervient dans les 

modifications de structure de l’ADN lors des processus d’élongation, de réparation, de 

recombinaison, de réplication et de transformation (Soria et al., 2013). L’irinotecan est une 

prodrogue dont le métabolite actif est le SN38 après action de la carboxylestérase. 

L’irinotecan est souvent indiqué dans le traitement des cancers colorectaux avancés en 
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association avec le 5-FU et l’acide folinique. Il peut également être proposé en monothérapie 

après échec d’un traitement comportant le 5-FU (Soria et al., 2013).  

Les résultats des premiers essais évaluant l’intérêt du folfirinox chez les patients atteints de 

cancer du pancréas étaient encourageants. En 2003, un essai de phase I évaluant la tolérance 

du folfirinox chez des patients avec des tumeurs solides métastatiques avec des résultats 

intéressants en terme de réponse tumorale chez les patients avec un cancer du pancréas 

(Ychou et al., 2003). Un essai de phase III a confirmé ces bons résultats avec un taux de réponse 

de 26% chez les patients avec un cancer du pancréas avancé traités par folfirinox (Conroy et 

al., 2005). La même équipe a montré dans l’essai PRODIGE 4 une amélioration significative de 

la survie globale (11,1 vs 6,8 mois) et sans progression (6,4 vs 3,3 mois) des patients avec un 

cancer du pancréas métastatique traités par folfirinox par rapport à ceux traités par 

gemcitabine (Conroy et al., 2011). A partir de ces résultats, le folfirinox est devenu le 

traitement de référence du cancer du pancréas métastatique. De plus, une étude récente 

(PRODIGE 24) a montré une amélioration significative de la survie des patients ayant été 

opérés d’un cancer du pancréas et traités par folfirinox en adjuvant (Conroy et al., 2018).  

Le forlfirinox a montré également son intérêt chez les patients avec des tumeurs borderline 

et localement avancées même si le niveau de preuve reste faible (Ferrone et al., 2015; Petrelli 

et al., 2015).  

• NAB-PACLITAXEL 
 

Le nab-paclitaxel fait partie de la famille des taxanes qui sont des poisons du fuseau mitotique. 

Les taxanes ciblent les microtubules en facilitant leur assemblage et leur stabilisation, 

conduisant ainsi à l’inhibition de la mitose. le paclitaxel présente des caractéristiques physico-

chimiques qui nécessitent l’utilisation de solvants. La particularité du nab-paclitaxel est la 
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présence de nanoparticules d’albumine permettant d’augmenter sa solubilité et sa 

biodisponibilité sans faire appel à des solvants. Les protéines d’albumine permettent de 

faciliter la transcytose du paclitaxel dans les cellules tumorales via le récepteur gp60. Ce 

récepteur est présent à la surface des cellules endothéliales et permet au nab-paclitaxel 

d’atteindre la région tumorale par des cavéoles. D’autres facteurs favorisent l’accumulation 

du nab-paclitaxel dans le micro-environnement tumoral comme la protéine SPARC (secreted 

protein acidic and rich cystein) dont l’expression dans le stroma tumoral du cancer du 

pancréas est un critère de mauvais pronostic (Infante et al., 2007).  

L’essai de phase III évaluant l’efficacité du nab-paclitaxel associé à la gemcitabine chez les 

patients avec un cancer du pancréas métastatique a montré une amélioration significative de 

la survie globale (8,5 vs 6,7 mois) et sans récidive (5,5 vs 3,7 mois) par rapport à la gemcitabine 

seul (Von Hoff et al., 2013).  

• Autres thérapeutiques  

Les essais d’immunothérapie dans le cancer du pancréas sont décevants. La majorité des 

tumeurs pancréatiques présente une faible immunogénicité, ce qui les rendent 

chimiorésistantes aux principales thérapies comme les anticorps anti-PD1 et anti-PDL1. En 

revanche, il existe probablement un bénéfice des anti-PD1 chez les patients avec un cancer du 

pancréas présentant une instabilité des microsatellites (MSI). Le et al., ont montré dans une 

série de patients avec des tumeurs non-colorectales MSI traités par pembrolizumab, des taux 

de réponses objectives et de stabilité de la maladie de 53% et 77% respectivement (Le et al., 

2017). Parmi ces patients, 8 avaient un cancer du pancréas et les taux de réponse objective et 

de stabilité de la maladie étaient respectivement de 62% et de 75%. Cependant, la prévalence 

du statut MSI dans le cancer du pancréas ne dépasse pas les 2%.  
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Les patients atteints d'un adénocarcinome du pancréas dans le cadre d’une mutation 

germinale des gènes BRCA1 ou BRCA2 sont plus sensibles aux agents entraînant des lésions 

de l'ADN, comme les sels de platine. Un inhibiteur de la protéine PARP (poly-ADP-ribose-

polymérase) (olaparib) a été testé dans un essai randomisé international de phase III comme 

traitement de maintenance après un traitement d’au moins 16 semaines de chimiothérapie 

première à base de platine chez des patients avec un cancer du pancréas métastatique. Les 

patients avec mutations BRCA ont été randomisés en traitement de maintenance par olaparib 

vs placebo. L’étude était positive en améliorant significativement la survie sans progression 

(7,4 mois vs 3,8 mois avec un placebo, HR = 0,53, p = 0,004) quelle que soit la réponse à la 

chimiothérapie d'induction (Golan et al., 2019).  

 

1.12.3. La radiothérapie  
 

La place de la radiothérapie dans l’arsenal thérapeutique contre le cancer du pancréas est 

controversée. En situation adjuvante, les résultats des études sont contradictoires et aucun 

bénéfice de survie n’a été démontré même en cas de résection R1 (Liu et al., 2015; 

Neoptolemos et al., 2001). Plusieurs essais nord-Américains sont en cours pour évaluer 

l’intérêt d’une radiothérapie adjuvante à la résection chirurgicale d’un cancer du pancréas.  

En situations borderline et localement avancée, la radiochimiothérapie de clôture après 

chimiothérapie d’induction est une option thérapeutique qui permettrait d’optimiser la 

réponse objective et d’augmenter le taux de résécabilité (Pietrasz et al., 2019). Deux essais 

randomisés sont en cours actuellement afin de déterminer la place de la radiothérapie dans 

la prise en charge du cancer du pancréas borderline (essai PANDA) et localement avancé (essai 

NEOPAN).  
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1.13. Conclusion  
 

Le cancer du pancréas est une véritable problématique de santé publique avec un pronostic 

très sombre malgré les récents progrès médico-chirurgicaux. En effet, la plupart des patients 

récidivent après une résection chirurgicale et ceux traités par chimiothérapie présentent 

souvent un échappement thérapeutique. L’installation d’une chimiorésistance est à l’origine 

de ce mauvais pronostic. Plusieurs mécanismes sont impliqués dans la chimiorésistance du 

cancer du pancréas que nous allons détailler dans cette deuxième partie d’introduction.  
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2. Mécanismes de chimiorésistance du cancer du pancréas   
 

2.1. Les facteurs génétiques  
 

Comme détaillé dans la première partie du mémoire, la transformation en adénocarcinome 

pancréatique est orchestrée par la survenue progressive de plusieurs mutations génétiques 

(K-ras, p16 …). Certaines de ces mutations seraient impliquées également dans la 

chimiorésistance.  La mutation de l’oncogène K-ras est la mutation génétique la plus 

fréquemment observée dans le cancer du pancréas. La mutation la plus fréquente est localisée 

sur le codon 12 avec une substitution d’un résidu glycine (G) par un résidu acide aspartique 

(D) (mutation G12D). En effet, l’oncogène K-ras code pour une protéine de 21 kDa à activité 

GTPasique impliquée dans la transduction de signaux prolifératifs et antiapoptotiques. Leur 

activité GTPasique fonctionne comme interrupteur GDP/GTP. La forme GTP est active tandis 

que la forme GDP est inactive. L’inactivation de la protéine K-Ras est assurée par une GTPase 

Activating Proteine (GAP) qui hydrolyse le substitut GTP. La mutation G12D bloque 

l’interaction K-Ras/GAP et aboutit ainsi à une suractivation de la protéine K-Ras et par 

conséquent l’activation de voies de signalisation impliquées dans la survie, la prolifération, la 

migration et la chimiorésistance (Réjiba et al., 2007; Collins et al., 2014; Bryant et al.,  2014).  

Plusieurs données suggèrent l’implication de K-ras dans la chimiorésistance du cancer du 

pancréas. En effet, les lignées cellulaires cancéreuses pancréatiques non mutées K-ras sont 

sensibles à la gemcitabine contrairement aux lignées mutées. De plus, certains auteurs ont 

montré que l’inhibition de k-ras était associée à une amélioration de l’efficacité de la 

gemcitabine in vitro et à une réduction du volume tumoral in vivo (Réjiba et al., 2007). Par 

ailleurs, plusieurs études ont analysé l’impact pronostique de la mutation K-ras en cas de 

chimiothérapie comportant la gemcitabine. Une étude de phase II a montré que les patients 
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avec un cancer du pancréas localement avancé ou métastatique muté K-ras avaient un 

pronostic plus péjoratif que les patients sans mutation K-ras en cas de traitement par 

gemcitabine (Schultheis et al., 2017). Un autre essai de phase III évaluant l’association 

gemcitabine-erlotinib suivie par capecitabine par rapport à la capecitabine associée à 

l’erlotinib, a montré que la mutation K-ras est un critère de mauvais pronostic (Boeck et al., 

2013). Ces résultats ont amené à considérer la voie de signalisation K-ras comme une 

potentielle cible thérapeutique (Waters et al., 2018).  

D’autres mutations génétiques ont été décrites comme potentiellement associées à la 

chimiorésistance du cancer du pancréas. La voie de signalisation PI3K/AKT est une des cibles 

activées par K-ras mais qui peut également subir des mutations durant la carcinogenèse 

pancréatique. Une fois activée, la protéine AKT a plusieurs cibles dont  le mammalian target 

of rapamycin (mTOR) et le facteur de transcription NFƙB qui jouent un rôle dans la 

prolifération, la survie, la résistance à l’apoptose et l’invasion (Schneider et al., 2009). 

L’activation de cette voie de signalisation peut également survenir après l’inactivation d’un 

gène suppresseur de tumeur codant pour la protéine phosphatase and tensin homolog (PTEN) 

considérée comme un inhibiteur naturel de cette voie de signalisation. Des travaux in vitro ont 

montré que la chimiorésistance des cellules cancéreuses pancréatiques était inversement 

proportionnelle au niveau d’expression de l’antagoniste PTEN (Kim et al., 2007). Plusieurs 

acteurs de la voie de signalisation PI3K/AKT ont été ciblés par des inhibiteurs 

pharmacologiques dans des essais cliniques de phase I et II avec des résultats intéressants 

(Conway et al., 2019).  

L’ Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) est un récepteur transmembranaire qui fait partie 

de la famille des facteurs de croissance épidermiques erbB. Son domaine intracellulaire à 
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activité tyrosine kinase est impliqué dans de nombreux processus de prolifération cellulaire, 

de motilité et d’apoptose. Après l’activation du récepteur EGFR, une cascade de 

phosphorylation par son domaine tyrosine kinase va déclencher l’activation de plusieurs voies 

de signalisation dont les voies K-ras, MAP kinases et PI3K/AKT. La surexpression de l’EGFR est 

souvent observé dans le cancer du pancréas et reste associée à un mauvais pronostic (Garcea 

et al., 2005). Il a été démontré que le niveau d’expression de l’EGFR est directement corrélée 

à la chimiorésistance des cellules cancéreuses pancréatiques, suggérant l’implication de 

l’EGFR dans la résistance à la gemcitabine (Walsh et al., 2013). Plusieurs molécules 

antagonistes de l’EGFR ont été développées dont la plus connue est l’Erlotinib qui n’a pas 

montré d’efficacité en terme de survie en association à la gemcitabine en situation adjuvante 

et localement avancée (Sinn et al., 2015, 2017; Hammel et al., 2016). En revanche, un essai de 

phase III a montré une amélioration significative de la survie en cas d’association gemcitabine-

Erlotinib par rapport à la gemcitabine seule chez les patients avec un cancer du pancréas non 

résécable ou métastatique même si le gain de survie n’était que très modeste (Moore et al., 

2007).  

SMAD4 est un gène suppresseur de tumeur dont l’inactivation survient dans les stades tardifs 

de la cancérogenèse pancréatique. Après activation du récepteur du TGF-β par son ligand, une 

cascade de phosphorylation permet l’activation de SMAD4 qui forme un complexe avec 

d’autres protéines de la famille SMAD. Ce complexe se fixe sur un site spécifique (Smad 

binding element) d’ADN permettant la régulation de gènes cibles impliqués dans la 

prolifération cellulaire. La mutation du gène de SMAD4 survient chez environ 50% des patients 

avec un cancer du pancréas (Hahn et al. 1996) et elle est considérée comme un facteur de 

mauvais pronostic (Wang et al., 2017). De plus, les études réalisées in vitro montrent 
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clairement que la perte d’expression de SMAD4 est associée à une chimiorésistance des 

cellules tumorales pancréatiques (Chen et al., 2014).  

P53 est un gène  suppresseur de tumeur qui régule le cycle cellulaire. Sa mutation ne survient 

que tardivement dans le cycle de la carcinogenèse pancréatique et elle est retrouvée chez 40 

à 87% des patients avec un cancer du pancréas (Lu et al., 2017). La mutation p53 est associée 

à un mauvais pronostic et contribue à la chimiorésistance du cancer du pancréas. En effet, les 

données in vitro suggèrent que la protéine p53 mutée diminue la chimiosensibilité des cellules 

tumorales pancréatiques à la gemcitabine et que la restauration de l’activité p53 améliore la 

réponse à la chimiothérapie (Cascalló et al., 2005; Camp et al., 2013; Fiorini et al., 2015).  

Malheureusement, les résultats des essais ciblant les mécanismes génétiques impliqués 

dans la chimiorésistance sont décevants. De plus, ces mutations ne sont pas suffisantes pour 

expliquer la chimiorésistance du cancer du pancréas ce qui laisse penser que la résistance 

aux drogues impliquerait le phénotype tumoral plutôt que le génotype.  

2.2. Les facteurs épigénétiques  
 

En plus de la survenue de mutations génétiques, la carcinogenèse pancréatique est la 

conséquence de modifications épigénétiques impliquées dans le développement et la 

progression tumorales. Plusieurs processus épigénétiques ont été décrits comme des facteurs 

pouvant expliquer la chimiorésistance du cancer du pancréas.   

2.2.1. La méthylation de l’ADN  
 

Il s’agit de l’ajout par des ADN méthyltransférases (DNMT) de groupement méthyl sur des 

cytosines dans des sites spécifiques (riches en cytosine et guanine). La carcinogenèse 

pancréatique fait appel à des processus d’hypométhylation qui activent certains oncogènes et 
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d’hyperméthylation de promoteurs de gènes suppresseur de tumeurs aboutissant à leur 

inactivation. Une surexpression de la DNMT est associée à des stades avancés et un mauvais 

pronostic du cancer pancréas. Des inhibiteurs de la DNMT ont été  développés dont les plus 

connus sont l’azacytidine et la decitabine. Ces inhibiteurs  réduisent significativement la 

prolifération des cellules tumorales pancréatiques et augmentent leur chimiosensibilité à la 

gemcitabine (Susanto et al., 2015; Missiaglia et al., 2005).  

2.2.2. La modification des histones  
 

Différentes modifications épigénétiques sur les histones ont été décrites dans le cancer du 

pancréas (méthylation, acétylation, phosphorylation …). L’implication de ces modifications 

épigénétiques dans la chimiorésistance du cancer du pancréas a été étudiée in vitro. Ono et 

al. ont démontré que l’histone acétylase p300 jouait un rôle dans la résistance à la gemcitabine 

des cellules tumorales pancréatiques (Ono et al., 2016). La méthylation des histones est 

également impliquée dans la chimiorésistance du cancer du pancréas (Hung et al., 2013).  

2.2.3. Les micro-ARNs  
 

Les micro-ARNs (miR) sont des petits ARN non codants composés de 18 à 24 nucléotides et 

jouent un rôle clé dans la régulation de l’expression des gènes. Après sa liaison à un ARN 

messager (ARNm) cible, un complexe RNA-induced silencing complex (RISC) se forme et active 

des voies de dégradation ce qui aboutit au clivage de l’ARNm. Leur implication dans 

chimiorésistance a été évoquée dans de nombreuses lignées cellulaires cancéreuses dont 

celles du cancer du pancréas. Moriyama et al., ont étudié l’expression de miR-21 dans les 

lignées pancréatiques normales et cancéreuses et son rôle dans la chimiorésistance. miR-21 

était surexprimé dans les cellules cancéreuses pancréatiques par rapport aux cellules 

normales. En outre, la transfection de miR-21 dans les cellules cancéreuses pancréatiques 
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permettait d’accroître leurs capacités de prolifération, d’invasion et de résistance à la 

gemcitabine (Moriyama et al., 2009). A l’inverse, miR-497 et miR-33a sont sous-exprimés dans 

les cellules cancéreuses pancréatiques résistantes à la gemcitabine et que leur surexpression 

augmente ainsi la chimiosensibilité (Jianwei Xu et al., 2014; Liang et al., 2015). D’autres miR 

sont impliqués dans la chimiorésistance du cancer du pancréas en régulant plusieurs voies de 

signalisation impliquées dans le cycle cellulaire, la survie, la réparation de l’ADN et le 

métabolisme des drogues (Le Ren et al., 2018). Par exemple, une forte expression 

intratumorale de miR-1266 était corrélée à un mauvais pronostic et à une résistance à la 

chimiothérapie adjuvante (Zhang et al., 2018). De plus, les auteurs ont montré que la 

surexpression de miR-1266 dans les cellules cancéreuses pancréatiques leur conférait des 

propriétés de chimiorésistance à la gemcitabine. La chimiorésistance à la gemcitabine médiée 

par miR-1266 est due à l’activation des voies de signalisation NFƙB et STAT3 (Zhang et al., 

2018).  

Il a été également démontré que la chimiorésistance induite par miR-365 ciblait la une 

protéine de la famille Src et la protéine BAX impliquée dans l’apoptose (Hamada et al., 2014). 

Une autre étude a montré que l’expression de miR-1246 induisait une chimiorésistance en 

inhibant l’expression d’une cycline (CCNG2) (Hasegawa et al., 2014).  

Plusieurs essais de phase I/II évaluant des thérapeutiques qui ciblent des processus 

épigénétiques sont en cours. Les monothérapies semblent inefficaces et une association 

avec les molécules de chimiothérapie serait probablement plus pertinente.  

2.3. Le métabolisme de la gemcitabine  
 

L’effet cytotoxique de la gemcitabine ou dFdC est conditionné par le passage intracellulaire de 

la molécule. Les transporteurs membranaires hENT (hENT1, et 2) et hCNT (hCNT1, 2 et 
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3) assurent le passage intracellulaire de la gemcitabine avec un rôle primordial du 

transporteur hENT1 (Mini et al. 2006). comme détaillé dans la figure 13, la gemcitabine est 

métabolisée par la désoxycytidine kinase (dCK) en nucléosides di (dFdCDP)- et tri-phosphate 

(dFdCTP). Le dFdCTP est incorporé dans l’ADN, inhibant ainsi l’élongation de l’ADN. La dFdCDP  

bloque la synthèse des désoxy-ribonucléotides en inhibant la ribonucléase réductase. D’un 

autre côté, la cytidine désaminase (CDA) et désoxycytidylate désaminase (DCTD) inactivent 

respectivement le dFdC et le dFdCDP.  

La chimiorésistance associée au métabolisme de la gemcitabine est due à des anomalies de 

l’expression d’un ou plusieurs acteurs qui participent à l’activation ou l’inhibition de la 

gemcitabine.  

2.3.1. Anomalies des transporteurs membranaires  
 

La corrélation entre l’expression des transporteurs membranaires et la chimiorésistance à la 

gemcitabine a été rapportée in vitro. En effet, une faible expression membranaire du 

transporteur hENT1 réduit la concentration intracellulaire de gemcitabine et permet donc à la 

cellule tumorale de développer une résistance à la gemcitabine (Mackey et al., 1998). De 

même, les tumeurs pancréatiques à faible expression des transporteurs hENT1 et hCNT3 sont 

associées à mauvais pronostic par rapport aux tumeurs exprimant fortement ces molécules 

(Maréchal et al., 2009; Ciccolini et al., 2011). L’expression des transporteurs membranaires 

est modulée par d’autres mécanismes. La protéine transmembranaire MUC4 joue un rôle dans 

la chimiorésistance du cancer du pancréas et inhibe l’expression de hCNT1 via la voie de 

signalisation NFƙB (Chaturvedi et al., 2007; N. Skrypek et al., 2013). De la même façon, le 

récepteur HER2 induit une résistance à la gemcitabine des lignées Capan-1 et Capan-2 en 

modulant l’expression des transporteurs hCNT1 et hCNT3  (Skrypek et al., 2015). Il a été 
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également suggéré que le microenvironnement tumoral induit une résistance à la gemcitabine 

en régulant l’expression de certains transporteurs (Hesler et al., 2016).  

2.3.2. La désoxycytidine kinase (dCK) 
 

La dCK joue un rôle clé dans le métabolisme de la gemcitabine. Les études réalisées in vitro et 

in vivo ont montré une forte corrélation entre l’expression de la dCK et la sensibilité à la 

gemcitabine (Funamizu et al., 2010; Kroep et al., 2002). En immunohistochimie, une faible 

expression de la dCK est corrélée à une faible survie des patients avec un cancer du pancréas 

traités par gemcitabine (Sebastiani et al., 2006).  

2.3.3. La cytidine désaminase (CDA) 
 

La CDA est une enzyme qui transforme la gemcitabine en un métabolite inactif, la 2’-

désoxyfluorouridine (dFdU). Les résultats des études in vitro montrent une surexpression de 

la CDA dans les cellules résistantes à la gemcitabine (Eda et al., 1998). Cependant, on manque 

de données cliniques pour mieux comprendre le rôle de la CDA dans la chimiorésistance à la 

gemcitabine.  

2.3.4. La ribonucléotide réductase (RR) 
 

La RR est responsable de la conversion des ribonucléotides en désoxyribonucléotides, substrat 

essentiel pour la synthèse de l’ADN. La forme bi-phosphorylée de la gemcitabine ou dFdCDP 

inhibe la RR bloquant ainsi la synthèse de l’ADN dans la cellule tumorale. In vitro, l’acquisition 

d’une chimiorésistance à la gemcitabine des cellules Panc-1 était associée à une surexpression 

de la RR et son inhibition dans les cellules MiaPaca-2 rendait ces cellules sensibles à la 

gemcitabine (Wang et al., 2015; Minami et al., 2015). Des résultats similaires ont été observés 

dans les modèles murins de xénogreffe de cancer du pancréas (Jonckheere et al., 2012). De 
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plus, le niveau d’expression de la RR est inversement corrélé à la survie globale des patients 

avec un cancer du pancréas traités par gemcitabine (Nakahira et al., 2007).  

L’altération du métabolisme de la gemcitabine est un des mécanismes expliquant 

l’émergence d’une chimiorésistance dans le cancer du pancréas. L’utilisation de prodrogues 

ou de nanoparticules couplées à la gemcitabine pourrait améliorer sa disponibilité.  

2.4. Le micro-environnement tumoral  
 

Le micro-environnement tumoral ou stroma tumoral joue un rôle majeur dans la 

chimiorésistance du cancer du pancréas. Composé de matrice extra-cellulaire (MEC) et d’une 

composante cellulaire polymorphe, le stroma constitue l’essentiel du volume tumoral 

pancréatique. Le stroma tumoral  est une structure complexe et dynamique qui induit la 

prolifération des cellules tumorales et la résistance aux traitements (Erkan et al., 2008).   

2.4.1. La matrice extra-cellulaire (MEC) 
 

Le cancer du pancréas est caractérisé par une riche MEC, ce qui explique le caractère dense 

et fibreux de ces tumeurs. Elle est composée essentiellement de collagènes, de 

glycoprotéines, d’élastine et de protéoglycannes. La MEC interagit avec les différentes 

composantes cellulaires du stroma formant un stroma réactif appelé réaction desmoplasique 

qui favorise la prolifération, l’invasion et la chimiorésistance des cellules tumorales 

pancréatiques. In vitro, les protéines composant la MEC (collagène, fibronectine, laminine…) 

augmentent la chimiorésistance des cellules tumorales pancréatiques (Miyamoto et al., 2004). 

Les collagène de type I, III et IV  sont abondamment secrétés dans les tumeurs pancréatiques. 

Nous disposons de quelques données qui suggèrent l’implication du collagène de type I dans 

la résistance des cellules tumorales pancréatiques à la gemcitabine par une augmentation de 
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l’acétylation des histones (Dangi-Garimella et al., 2013). D’autres auteurs ont montré que la 

fibronectine, un autre composant de la MEC, contribuait à la chimiorésistance à la gemcitabine 

via l’activation de la voie de signalisation médiée par ERK1/2 (Amrutkar et al., 2019).  

1.4.1. Les cellules souches cancéreuses  (CSC) 

Les CSC jouent un rôle critique dans la chimiorésistance de plusieurs cancers dont le cancer 

du pancréas (Valle et al., 2018). Elles sont intrinsèquement plus résistantes que les autres 

types cellulaires et leur présence indique une résistance accrue à la gemcitabine dans les 

modèles murins de xénogreffe de cancer du pancréas (Li et al., 2011). Cette chimiorésistance 

médiée par les CSC implique divers mécanismes dont le métabolisme des drogues, activation 

de certains oncogènes et l’inhibition de gènes suppresseurs de tumeurs (Dawood et al., 2014). 

Les CSC représentent environ 1% des cellules du cancer du pancréas et expriment certains 

marqueurs spécifiques (CD133, CD24, CD44…) (Di Carlo et al., 2018) leur permettant d’assurer 

une croissance des cellules tumorales dans un milieu propice.  

2.4.2. Les fibroblastes associés au cancer (CAF) 
 

Il s’agit de cellules pancréatiques stellaires différenciées en un phénotype de myofibroblastes 

activés. Les CAF sécrètent des protéines comme le collagène, la fibronectine et la laminine qui 

servent à la formation d’un stroma fibreux. Elles interagissent avec toutes les composantes du 

stroma tumoral afin de préserver la plasticité phénotypique, la prolifération des cellules 

tumorales et développer une  chimiorésistance (Figure 14). Le rôle des CAF dans la résistance 

à la gemcitabine a été largement étudié. Qian et al., ont montré que la mise en culture de 

cellules tumorales pancréatiques en présence de CAF leur permet d’acquérir des capacités 

invasives et de chimiorésistance (Qian et al., 2003; Müerköster et al., 2004).  
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Figure 14 : Les interactions entrela cellule stellaire pancréatique activée (CAF) et le stroma 
tumoral selon Kleeff et al (Kleeff et al. 2007). Les CAF jouent un rôle central dans l’activation 
des composantes cellulaires et acellulaires du stroma tumoral via la sécrétion de cytokines qui 
ont une action autocrine et paracrine. 

 

2.4.3. Les macrophages associés aux tumeurs (TAM) 
 

Les TAM sont une composante essentiel du stroma tumoral et jouent un rôle critique dans la 

régulation de la progression tumorale. Ces cellules sont capables non seulement de stimuler 

la croissance des cellules cancéreuses pancréatiques, mais également d’inhiber la réponse 

immunitaire et stimuler l’angiogenèse (Ino et al. 2013; Kurahara et al. 2011). Leur implication 

dans la chimiorésistance a été évoquée par Amit et al., qui ont montré que les TAM stimulaient 

l’expression de l’enzyme CDA qui catabolise la gemcitabine en forme inactive (Amit et al., 

2013).   

Le microenvironnement tumoral du cancer du pancréas est une cible thérapeutique 

intéressante pour réduire la résistance aux drogues. Le caractère immuno-quiescent du 
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cancer du pancréas explique l’échec jusqu’à présent des mono-immunothérapies. Des essais 

sont en cours pour évaluer l’efficacité de l’association gemcitabine – antiPD1 et gemcitabine 

– anti-CTLA4.  

 

2.5. Conclusion 
 

Les mécanismes mis en jeu par les cellules cancéreuses pancréatiques sont multiples ce qui 

explique la survenue rapide d’une chimiorésistance et d’un échappement thérapeutique. Tous 

ces mécanismes sont en interaction permanente et impliquent des processus génétiques, 

cellulaires et environnementaux complexes dont certains ont fait l’objet de ciblage 

thérapeutique. 
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3. La transition épithélio-mésenchymateuse  
 

3.1. Définition  
 

La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) est un processus dynamique caractérisé par 

une transdifférenciation cellulaire permettant aux cellules épithéliales d’acquérir des 

caractéristiques de cellules mésenchymateuses. La TEM a été décrite initialement par Gary 

Greenburg et Élizabeth Hay en 1982 dans une lignée d’embryons de poulet (Greenburg and 

Hay 1982) rapportant un phénomène de ‘’transformation épithélio-mésenchymateuse’’. Au fil 

du temps, la transformation a laissé place à transition pour refléter le caractère transitoire et 

la réversibilité de la TEM. En plus de modifications morphologiques, la TEM est associée à des 

changements phénotypiques  et fonctionnels en réponse à des stimuli extérieurs. Plusieurs 

voies de signalisation sont impliquées dans la TEM au cours de plusieurs processus 

physiologiques ou pathologiques.  

3.2. La perte du phénotype épithélial  
 

Les cellules épithéliales sont des cellules juxtaposées et jointives qui sont solidarisées par des 

complexes jonctionnels multiples. Elles sont séparées du tissu conjonctif par une membrane 

basale. Les cellules épithéliales sont polarisées et présentent un pôle apical vers la lumière de 

l’organe ou le milieu extérieur, un pôle basal qui communique avec le tissu conjonctif et des 

faces latérales communiquant avec les cellules adjacentes.  

3.2.1. La perte de l’adhésion intercellulaire  
 

La perte de l’adhésion intercellulaire est secondaire à la diminution de l’expression des 

protéines adhésives :  
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• Les intégrines : Elles jouent un rôle essentiel dans les interactions entre les cellules 

épithéliales et la MEC. Elles sont composées de deux sous-unités α et β qui interagissent 

avec les ligands de la MEC (collagène, laminine, fibronectine ….), permettant ainsi la 

transmission des signaux en provenance du cytosquelette. Les intégrines jouent un rôle 

important dans de nombreux processus physiologique (adhésion cellulaire, migration, 

prolifération et survie) ou pathologique (progression tumorale) (Chen et al., 2012). Après 

liaison avec un ligand spécifique, les intégrines activent des kinases d’adhésion focale (FAK) 

et des kinases de la famille SRC (SFK) qui vont à leur tour activer plusieurs voies de 

signalisations dont celle des MAPKinases (Mitogen Activated Protein Kinase) (Figure 15). 

L’implication des intégrines dans la TEM a été largement étudiée. Weaver et al., ont montré 

que l’utilisation d’anticorps anti-intégrine β1 induisait une formation de jonctions 

adhérentes et la réapparition d’une polarité cellulaire (Weaver et al., 1997). A l’inverse, la 

surexpression de l’intégrine β1 était associée à une perte de l’adhésion intercellulaire au 

niveau des jonctions adhérentes (Gimond et al., 1999). De plus, les intégrines α5β6 et α5β8 

sont directement impliquées dans la TEM par l’activation de la voie du TGFβ (Guo and 

Giancotti 2004).  
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Figure 15 : La signalisation des intégrines selon Guo and Giancotti 2004.  
L’activation des intégrines par un ligand de la MEC permet l’activation des voies de 
signalisation des MAPkinases, JNK/JUN, NFƙB et AKT/PKB qui stimulent la prolifération, la 
survie et la migration cellulaire. Les intégrines exercent également un contrôle sur les 
Récepteurs tyrosines kinases (RTK).  

 

• Les cadhérines : Il s’agit de la principale classe protéique de l’adhésion intercellulaire. Les 

cadhérines sont des glycoprotéines transmembranaires, caractéristiques des cellules 

épithéliales. La famille des cadhérines comporte plusieurs membres dont la principale est 

la E-cadhérine ou CDH1. Elle est localisée dans les jonctions adhérentes et dans la 

membrane plasmique basolatérale et permet par son extrémité extracellulaire des 

interactions entre deux cellules voisines. Parallèlement, la région intracytoplasmique de la 

E-cadhérine interagit avec le cytosquelette d’actine via les α et β-caténines (Yilmaz and 

Christofori 2009). Ce complexe assure donc une stabilité cellulaire et permet de moduler 

l’organisation du cytosquelette.  
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En plus de sa fonction d’adhésion intercellulaire, la E-cadhérine transmet des signaux en 

interagissant avec la β-caténine, c-Met, les récepteurs de l’HGF ou l’IGF1 ou les intégrines 

(Comoglio et al., 2003). Son expression est strictement contrôlée par des mécanismes 

transcriptionnels et post-transcriptionnels.  

La répression de la transcription de la E-cadhérine est assurée par des facteurs de 

transcription dont Snail1, Snail 2, ZEB-1, ZEB-2 et Twist. Ces répresseurs transcriptionnels 

de la E-cadhérine sont généralement exprimés après l’activation de voies de signalisation 

médiées par des facteurs inducteur de la TEM (TGFβ, HGF, EGF …). La fixation de ces 

répresseurs transcriptionnels sur le promoteur du gène de la E-cadhérine permet la 

répression de sa transcription via des mécanismes épigénétiques  (Lin et al., 2014; Serrano-

Gomez et al., 2016).  

La répression de la E-cadhérine peut également survenir pendant la phase post-

transcriptionnelle par inhibition de son transport vers la membrane par O-glycolysation, 

par clivage protéolytique ou par endocytose (Yilmaz and Christofori 2009). La E-cadhérine 

peut également être phosphorylée par des RTK, ce qui aboutit à son ubiquitination et sa 

dégradation par la E3 ubiquitine ligase (Fujita et al., 2002). Par ailleurs, la phosphorylation 

de la β-caténine par les FAKs se traduit par une déstabilisation des jonctions adhérentes et 

la perte de l’adhésion intercellulaire (Koenig et al., 2006).  

• Les caténines : Ce sont des partenaires incontournables des cadhérines. Composée de 

plusieurs membres, la famille des caténines joue un rôle incontournable dans l’adhésion 

intercellulaire et le contrôle de l’expression de certains gènes.  

- La β-caténine : Elle relie le versant intracellulaire de la E-cadhérine aux filaments d’actine 

dans un complexe qui comprend α-caténine. Habituellement, le niveau basal de la β-
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caténine cytoplasmique reste bas. Cela est dû au complexe Axin/APC/GSK3β dont elle fait 

partie et qui va déclencher la phosphorylation de la β-caténine par la GSK3β (Glycogen 

synthase kinase-3β) et puis sa dégradation par le protéasome (Figure 16). Cependant, la 

liaison d’une protéine de la famille Wnt sur le récepteur Frizzled et au corécepteur LRP (Low 

Density Lipoprotein-Related Protein) permet l’inhibition de la phosphorylation de la β-

caténine par GSK3β et son accumulation dans le cytoplasme puis sa translocation dans le 

noyau pour se lier au complexe TCF (T cell factor)/LEF (ymphoid enhancer factor) et réguler 

l’expression de gènes cibles (Novak and Dedhar 1999).  

La voie de signalisation Wnt/β-caténine est impliquée dans de nombreux processus 

cellulaires comme la prolifération, la différenciation et la progression tumorale (Tanabe et 

al., 2018). Son implication dans la TEM a été évoquée dans de nombreux cancers dont le 

cancer de la prostate (Jiang et al., 2007), le cancer du côlon (Brabletz et al., 2005) et le cancer 

du pancréas (Sarkar et al., 2009). Sur le plan moléculaire, certains gènes codant pour des 

acteurs de la TEM (Snail2, ZEB1, Twist et la vimentine) sont des cibles de la voie de 

signalisation Wnt/β-caténine, qui stimule leur expression et permet ainsi une diminution de 

l’expression de la E-cadhérine (Menezes et al., 2014). Il a été également montré que les 

antagonistes de la voie Wnt/β-caténine comme la protéine WIF-1 (Wnt inhibitory factor-1), 

NKD-1 (Naked cuticle homolog 1) et les protéines Dickkopfs (DKKs) inhibaient la TEM 

(Menezes et al., 2014). 
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Figure 16 : La voie de signalisation Wnt/β-caténine selon Blanpain (Blanpain et al., 2007). 
En absence du ligand wnt, la voie de signalisation est inhibée et la β-caténine cytoplasmique 
est rapidement phosphorylée par la GSK3β ce qui aboutit à son ubiquitination puis sa 
dégradation par le protéasome. La fixation de Wnt sur son récepteur membranaire Frizzled 
inhibe la phosphorylation de la β-caténine et qui sera transloquée dans le noyau et formera 
un complexe avec les facteurs LEF/TCF pour activer l’expression des gènes impliqués dans la 
TEM. 

 

- α-Caténine : Elle est liée à la β-caténine et participe à l’ancrage de la E-cadhérine à l’actine 

permettant ainsi régulation de l’adhésion intercellulaire. Le rôle joué par α-caténine dans TEM 

n’est pas bien élucidé même si les quelques données suggèrent son implication dans ce 

phénomène. En effet, une perte d’expression de α-caténine a été observée dans de 

nombreuses lignées cancéreuses in vitro. Il a été également démontré qu’une faible 

expression de α-caténine était considérée comme un facteur de mauvais pronostic dont la 

sensibilité était meilleure que celle de la perte d’expression de la E-cadhérine (Benjamin and 
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Nelson 2008). De plus, des auteurs ont montré une plus forte expression de α-caténine dans 

les sites métastatiques par rapport aux tumeurs primitives (Bukholm et al., 2000). Ces données 

laissent penser que α-caténine pourrait jouer un rôle dans la TEM. 

- La P120 caténine : C’est une protéine de 120 kDa qui interagit avec le domaine 

cytoplasmique de la E-cadhérine dans les jonctions adhérentes. La P120 régule l’endocytose 

de la E-cadhérine et assure sa stabilité. Outre sa régulation de la E-cadhérine, la P120 contrôle 

l’activité de certaines Rho GTPases qui sont responsables de la motilité cellulaire (Anastasiadis 

et al., 2007). Il existe plusieurs isoformes de la P120 qui diffèrent en fonction de leur capacité 

à inhiber ou activer les Rho GTPases. L’isoforme 1 de la P120 est un inhibiteur de la Rho GTPase 

avec une expression prédominante dans les cellules mésenchymateuses. En revanche, les 

isoformes 3 et 4 activent la Rho GTPase et prédominent dans les cellules épithéliales (Kourtidis 

et al., 2013). Au niveau nucléaire, la P120 active la voie de signalisation Wnt/β-caténine en 

inhibant le facteur de transcription Kaiso.  

• ZO (Zona Occludens ) : est la principale protéine des jonction serrées en plus de l’occludine 

et de la claudine. Ces dernières, sont des protéines transmembranaires alors que les 

protéines ZO sont intracellulaires reliant le complexe des jonctions serrées aux filaments 

d’actine. Il a été rapporté une délocalisation de la protéine ZO-1 de la membrane vers le 

cytoplasme au cours des processus de migration cellulaire, voire une translocation de cette 

protéine vers le noyau (Gottardi et al., 1996). ZO-1 jouerait un rôle dans la TEM en interaction 

avec la voie Wnt/β-caténine (Polette et al., 2007).   

• EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule) : Appelée aussi CD326, EpCAM est une 

glycoprotéine transmembranaire spécifique des cellules épithéliales. Il s’agit d’une protéine 

oncogénique exprimée dans de nombreux cancers et impliquée dans une multitude de 
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processus comme la migration, la prolifération, la différenciation et la progression tumorale 

(Patriarca et al., 2012). De plus, Il a été montré que EpCAM est un marqueur de cellules 

souches tumorales dont la surexpression est un marqueur d’agressivité tumorale (Imrich et 

al., 2012). Le signal prolifératif et induisant la TEM est dû au clivage d’EpCAM par des 

protéases permettant la libération du domaine intracellulaire d’EpCAM qui forme un 

complexe avec FHL2 (Four and a half LIM domains 2) et la β-caténine. Ce complexe est 

transloqué au noyau afin d’activer la transcription de gènes cibles de la famille TCF/LEF.  

La TEM est associée à la perte de l’expression d’autres protéines épithéliales comme la 

desmoplakine, la cytokératine, l’ostéopontine … 

3.2.2. La perte de la polarité cellulaire  
 

Les cellules épithéliales sont caractérisées par une polarité en un domaine apical et un 

domaine basolatéral, séparés par des jonctions serrées. Le domaine apical est en contact avec 

le monde extérieur ou la lumière de l’organe et le domaine basolatéral communique avec les 

cellules voisines et la MEC. Malgré l’existence d’une continuité entre les deux domaines, ils 

sont fonctionnellement et biochimiquement distincts. Le domaine apical comporte les 

protéines nécessaires aux fonctions spécifiques de l’organe alors que le domaine basolatéral 

est constitué de protéines requises pour les processus cellulaires fondamentaux. Cette 

polarité est régulée par trois complexes protéiques : Crumbs (Crb), Scribble (Scrib) et PAR. Le 

domaine apical est maintenu par le complexe PAR composé des protéines PAR-3, PAR-6 et 

aPKC (atypical protein kinase) et le complexe associant Crb, PALS1 (Protein associated with 

Lin-1) et PATJ (PALS1-associated tight junction) (Iden and Collard 2008). Le domaine 

basolatéral est par ailleurs sous le contrôle du complexe Scrib composé des protéines Scrib, 

Dlg (Discs large) et Lgl (Lethal giant Larvae).  
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La perte de la polarité cellulaire est un évènement clé de la TEM. Cela implique une interaction 

entre les complexes protéiques de la polarité et des voies de signalisation impliquées dans la 

TEM. Par exemple, il a été montré que la protéine aPKC inhibait Snail1 par phosphorylation et 

que l’inactivation du complexe PAR induit une TEM (Jung et al., 2019). ZEB-1 est un autre 

facteur de transcription clé de la TEM et qui régule l’expression des protéines impliquées dans 

la polarité cellulaire (Aigner et al., 2007).   

 

3.3. L’acquisition d’un phénotype mésenchymateux  
 

3.3.1. Expression de marqueurs mésenchymateux  
 

Plusieurs marqueurs mésenchymateux sont exprimés par les cellules au cours du processus 

de TEM. L’expression de ces protéines est sous le contrôle de plusieurs facteurs de 

transcription.  

• N-cadhérine : C’est une protéine de 130 KDa qui a été identifiée pour la première fois 

dans la rétine de poulet. La N-cadhérine est normalement exprimée dans les tissus 

dérivés du neuroectoderme et du mésoderme. Elle est impliquée dans de nombreux 

processus dont l’adhésion, la différenciation, l’embryogenèse, la migration et 

l’invasion (Derycke and Bracke 2004). Son domaine intracellulaire est en relation avec 

de nombreuses protéines comme les caténines α, β et P120. L’implication de la N-

cadhérine dans l’agressivité tumorale a été démontrée dans de nombreux cancers. En 

effet, Il existe une expression de novo de la N-cadhérine dans les cellules cancéreuses 

mammaires, de prostate, de vessie et de thyroïde alors que les cellules normales 

n’expriment jamais ce marqueur (Derycke and Bracke 2004). De plus, cette néo-
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expression de la N-cadhérine est corrélée à l’acquisition de propriétés d’invasion et de 

potentiel métastatique (Derycke and Bracke 2004). Dans le mélanome et le cancer de 

l’estomac, les cellules tumorales réexpriment la N-cadhérine, déjà présente dans les 

précurseurs embryonnaires des mélanocytes et cellules gastriques. Au niveau 

morphologique, de multiples études in vitro et in vivo ont révélé une corrélation entre 

l’augmentation de l’expression de la N-cadhérine et l’acquisition d’un phénotype 

fibroblastique (Derycke and Bracke 2004).  

Comme la E-cadhérine, la N-cadhérine régule plusieurs voies de signalisation. A titre 

d’exemple, l’activité pro-invasive de la N-cadhérine est due partiellement à une 

interaction synergique avec le récepteur du facteur de croissance fibroblastique 

(fibroblast growth factor receptor ou FGFR) permettant sa stabilisation et l’activation 

de la voie des MAPkinases (Suyama et al., 2002). Elle active également la voie PI3K/AKT 

permettant ainsi de promouvoir la progression tumorale (Ciolczyk-Wierzbicka et al., 

2012; Nalla et al., 2011). Concernant la motilité cellulaire, la N-cadhérine stimule la 

migration cellulaire en modulant la distribution des protéines de la famille Rho 

GTPases dans le cytoplasme (Mrozik et al., 2018). Enfin, le complexe intracellulaire de 

la N-cadhérine libère la β-caténine séquestrée après la liaison de Wnt sur son ligand, 

ce qui permet l’activation de la transcription des gènes TCF/LEF (Figure 17). 
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Figure 17 : La signalisation de la N-cadhérine selon Mrozik et al (Mrozik et al., 2018). A : 
L’interaction entre la N-cadhérine et le FGFR1 potentialise la signalisation du FGF2 permettant 
l’activation des voies de signalisation MEK/ERK et PI3K/AKT qui stimulent la progression 
métastatique des cellules tumorales par l’augmentation de l’expression des métalloprotéases 
(MMP). B : En libérant la β-caténine sur son domaine intracellulaire, la N-cadhérine active 
régule la voie de signalisation Wnt/ β-caténine.  

 

• La vimentine : C’est une protéine de 57 KDa appartenant à la famille des filaments 

intermédiaires qui constituent avec les microtubules et les microfilaments d’actine, le 

cytosquelette. La composition des filaments intermédiaires est variable en fonction du type 

cellulaire; les cytokératines ou filaments intermédiaires de type I sont spécifiques des 

cellules épithéliales alors que la vimentine fait partie des filaments intermédiaires de type III 

qui caractérisent les cellules mésenchymateuses. La vimentine participe au maintien de 

l’intégrité cellulaire mais son expression subit des modifications majeures au cours de la 

cancérogenèse. L’expression de la vimentine est considérée comme un facteur de mauvais 

pronostic (Satelli and Li 2011) et prédictive de récidive tumorale dans de nombreux cancers 

(Zhang et al., 2009). Au cours de la TEM, les cellules cancéreuses d’origine épithéliale 

A. Activation du récepteur du FGF B. Activation de la voie Wnt/β-caténine 
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subissent une perte d’expression de la cytokératine au profit de la vimentine. La régulation 

de l’expression de la vimentine pendant la TEM implique des mécanismes transcriptionnels, 

post-transcriptionnels et épigénétiques. Il a été mis en évidence que le promoteur du  gène 

de la vimentine contient des sites de fixation pour le TGFβ,  NFƙB et β-caténine (Lilienbaum 

and Paulin 1993; Yongzhong Wu et al., 2007; Gilles et al., 2003). Il a été également montré 

que la phosphorylation de la vimentine par AKT inhibe sa dégradation par les caspases (Zhu 

et al., 2011). D’autre part, la vimentine joue un rôle dans l’expression des facteurs impliqués 

dans la TEM comme Snail2 (Liu et al., 2015). De manière intéressante, il a été montré que 

l’expression de la vimentine est à l’origine des modifications morphologiques et de la 

migration cellulaire au cours de la TEM. En effet, la vimentine se lie à la protéine Scrib et 

inhibe sa dégradation, ce qui favorise la migration cellulaire (Phua, Humbert, and Hunziker 

2009). Par ailleurs, la phosphorylation de la vimentine par PKCε (protein kinase C) permet le 

recyclage de la β1-intégrine à la surface cellulaire, favorisant ainsi la motilité cellulaire (Ivaska 

et al., 2011). 

• La fibronectine : est une glycoprotéine impliquée dans l’adhésion cellulaire, la 

différenciation et la migration (Hynes and Yamada 1982). De haut poids moléculaire, la 

fibronectine est présente sous forme fibrillaire et joue un rôle clé dans la modulation des 

interactions entre la cellule et la MEC. Elle comporte une séquence spécifique appelée RGDS 

(Arginine, Glycine, Acide aspartique, Sérine) qui sera reconnue par un complexe formé 

d’intégrines et IAP (Integrin associated protein). Ce complexe est relié au cytosquelette par 

la taline ou la vinculine (Poulouin et al., 1997). En plus de la vimentine, la fibronectine est un 

des marqueurs clés de la TEM. L’induction de la TEM via la fibronectine est transmise par le 

complexe des intégrines permettant l’activation des kinases FAK qui ont comme effecteur la 

voie Ras/MAPKinases. De plus, la fibronectine contrôle l’activité des protéines Rho GTPases 
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associées au cytosquelette et permet par conséquent l’activation de la motilité cellulaire. 

Son interaction avec le collagène est également essentielle pour les processus de migration 

(Erat et al. 2013). Enfin, Il a été démontré la surexpression de la fibronectine était associée à 

un progression tumorale, un mauvais pronostic et une résistance aux traitements (Yao et al., 

2007; Mehrotra et al., 2010; Yu et al., 2013).  

• α-SMA (α-Smooth muscle actin): est l’une des isoformes de l’actine qui est surtout exprimée 

dans les cellules musculaires lisses composant les parois vasculaires. L’α-SMA est également 

exprimée dans les myofibroblastes et permet de les différencier des fibroblastes. En 

exprimant α-SMA, les myofibroblastes acquièrent des capacité de contraction et jouent un 

rôle dans des processus physiologiques comme la cicatrisation mais également dans des 

processus pathologiques comme la fibrose et la carcinogénèse (Anggorowati et al., 2017). 

De plus, α-SMA est considérée comme un marqueur de TEM, et son expression est 

considérée comme un critère de mauvais pronostic (Ding et al., 2014).  

3.3.2. Acquisition de capacités de migration  
 

La TEM permet aux cellules d’acquérir des capacités de migration lors de plusieurs processus 

physiologiques (inflammation, cicatrisation, embryogenèse…) ou pathologiques (processus 

métastatique). La migration fait appel à une réorganisation du cytosquelette d’actine sous 

l’influence des protéines de la famille Rho GTPases. La polymérisation des filaments d’actine 

crée des extensions cytoplasmiques appelées lamellipodes et filipodes.  

Le processus de migration suit des étapes successives qui se répètent de façon cyclique. 

D’abord, la polymérisation des filaments d’actine permet la formation de lamellipodes dans le 

sens de la migration. Ensuite, des jonctions adhérentes se forment au front de migration 

permettant ainsi de stabiliser la cellule en mouvement. Parallèlement, un détachement des 
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jonctions adhérentes à l’arrière de la cellule permet de propulser la cellule vers l’avant. La 

formation des lamellipodes au front de migration est due à la présence d’une polarité 

cellulaire en terme d’activité kinase PI3K qui phosphoryle PIP-2 (Phosphatidylinositol (4,5) 

Diphosphate) en PIP-3 (Phosphatidylinositol (3, 4 5) Triphosphate). Ce dernier va permettre 

d’activer la GTPase Rac-1 qui active à son tour la protéine WAVE (WASP-family Verprolin-

homologous protein) qui va permettre d’assembler les filaments d’actine via Arp2/3(Actin-

related protein) (Kurisu and Takenawa 2009) (Figure 18). 

Au cours de la TEM, la fixation de facteurs de croissance sur les récepteurs tyrosine kinase 

active des voies de signalisation permettant de moduler le cytosquelette et déclencher la 

motilité cellulaire.  Héréguline et Amphiréguline sont des ligands du récepteur EGFR, 

impliquées dans la carcinogenèse et la progression métastatique dans le cancer du sein (Atlas 

et al. 2003; Willmarth and Ethier 2006). De plus, la surexpression de l’EGFR augmente 

significativement les capacités migratoires des cellules tumorales ainsi que leur potentiel 

métastatique, ce qui démontre le rôle crucial de l’EGFR dans le phénomène de migration 

cellulaire (Xue et al., 2006; Wyckoff et al., 2004). Le récepteur Met (mesenchymal-epithelial 

transition factor) est un récepteur à tyrosine kinase dont le seul ligand connu est le facteur de 

croissance hépatocytaire ou HGF (hepatocyte growth factor). Le complexe Met/HGF participe 

au remodelage du cytosquelette et active des métalloprotéases ce qui favorise la motilité de 

la cellule (Ma et al., 2003). Le stroma tumoral joue également un rôle majeur dans la motilité 

cellulaire via les CAFs et les MATs en sécrétant les facteurs de croissance HGF et EGF (Kedrin 

et al., 2007).  
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Figure 18 : Formation des lamellipodes et remodelage du cytosquelette d’actine au cours de 
la migration cellulaire selon Kedrin et al (Kedrin et al., 2007). A : l’activation des récepteurs 
tyrosine kinase (RTK) et des récepteurs couplés à la protéine G (GPCR) permet l’activation de 
PI3K et de la phospholipase C (PLC). PI3K et PLC convertissent PIP2 en PIP3, ce dernier active 
un complexe protéique ABP (actin binding proteins) qui va moduler le cytosquelette. B : La 
cofiline et Arp2/3 permettent d’assembler les filaments d’actine nécessaires à la formation 
des lamellipodes. D’autres protéines, ROCK (Rho-associated protein kinase) et PAK (p21-
activated kinase) activent l’inhibiteur de la cofiline, la protéine LIMK (LIM domain kinase).  

 

3.3.3. Acquisition d’un potentiel invasif  
 

Les intégrines jouent un rôle clé dans l’invasion des cellules tumorales au cours de la TEM. Par 

exemple, le facteur de transcription Snail  stimule l’expression de l’intégrine α5β3 qui présente 

des propriétés pro-invasives (Haraguchi et al., 2008). Les métalloprotéases jouent également 

un rôle majeur dans l’invasion cellulaire. Les métalloprotéases de la matrice (MMP) sont 

activées pendant la TEM et permettent en plus du clivage des composants de la MEC, 

l’induction de la prolifération cellulaire, l’invasion et la migration cellulaires (Sternlicht and 

Werb 2001). Il a été montré que l’expression des MMP était corrélée à celle des marqueurs 

mésenchymateux et que l’inhibition de l’activité de certaines MMP réduisait les capacités 

d’invasion et de migration des cellules tumorales (Gilles et al., 1997). De plus, la surexpression 

A B 
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des MMP est marqueurs d’agressivité tumorale et de mauvais pronostic dans de nombreux 

cancers (Somiari et al., 2006; Jones et al., 2004; Morgia et al., 2005).  

 

3.4. La réversibilité du processus  
 

On ne peut parler de TEM que si le phénomène est réversible après la perte du signal 

inducteur. La Transition mésenchymato-épithéliale (TME) est un évènement indispensable 

dans de nombreux processus physiologiques et pourrait expliquer le processus métastatique 

(Yao et al.,  2011) (Figure 19). Si l’évènement clé de la TEM est la perte de l’expression de la E-

cadhérine, la TME est caractérisée par une réexpression de la E-cadhérine par les cellules 

tumorales dans les sites métastatiques. De manière intéressante, il a été montré une 

similitude dans les mécanismes moléculaires impliqués dans la TEM et la TME. Par exemple, il 

a été montré que le récepteur FGFR2b déclenchait une TME dans des cellules cancéreuses 

prostatiques alors que son isoforme FGFR2c était rapportée comme inductrice de 

TEM (Baraniak., 2006; Chaffer et al., 2007). De plus, dans les cellules du cancer du côlon 

métastatique CT26 qui présente un phénotype mésenchymateux, l’inhibition de la protéine 

BMP2 (Bone morphogenetic protein) conduit à la restauration d’un phénotype épithélial via 

l’activation de la voie AKT (Myoung Hee Kang et al. 2009). D’autres voies de signalisation 

comme Wnt/β-caténine, PI3K/AKT et TGFβ sont également impliquées dans la TME (Yao et al., 

2011). La E-cadhérine est également impliquée dans le processus de TME et sa réexpression 

dans les cellules cancéreuses pancréatiques MiaPaca-2 induit une réversion du processus de 

TEM (Seidel et al., 2004). Les répresseurs transcriptionnels de la E-cadhérine (Snail, ZEB-1, ZEB-

2 …) sont inhibés pendant la TME, ce qui aboutit à la réexpression de la E-cadhérine (Yao., 

2011). Certains MiR sont également impliqués dans la TME comme MiR-200 qui inhibe la TEM 
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en agissant directement sur les répresseurs transcriptionnels de la E-cadhérine (Gregory et al., 

2008).  

Figure 19 : Différentes étapes de la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) et de la 
transition mésenchylato-épithéliale (TME) selon Thiery et Sleeman (Thiery and Sleeman 
2006). 

 

En conclusion, la TEM est un processus dynamique associant des modifications 

phénotypiques et morphologiques qui permettent à la cellule tumorale d’acquérir des 

capacités de migration et d’invasion. La réversibilité du phénomène de TEM permet 

d’expliquer plusieurs phénomènes physio-pathologiques.   
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3.5. Les régulateurs transcriptionnels de la TEM  
 

3.5.1. La famille Snail 
 

C’est une famille qui comporte plusieurs membres dont Snail1, Snail2 (ou Slug) et les protéines 

Scratch. Toutes les protéines de la famille Snail partagent un domaine spécifique appelé SNAG 

et sont impliquées dans des processus de différenciation et de survie cellulaire (Kaufhold and 

Bonavida 2014). Les protéines de cette famille sont des inducteurs de la TEM lors des 

processus physiologiques comme la formation du mésoderme ou pathologique pendant la 

progression métastatique des cancers (Barrallo-Gimeno and Nieto 2005). Leur implication 

dans la TEM est principalement due à leur capacité d’inhiber l’expression de la E-cadhérine en 

se fixant sur le domaine E-box du gène CDH1 codant pour la E-cadhérine. L’inhibition de la 

transcription du gène CDH1 implique des mécanismes épigénétiques complexes médiés par 

Snail (Kaufhold and Bonavida 2014). D’autres marqueurs de cellules épithéliales sont aussi 

réprimés par de Snail1 comme l’occludine, les claudines, MUC1 et la cytokératine 18 

(Ikenouchi et al., 2003; Guaita et al., 2002). Snail1 va se fixer sur les promoteurs d’autres gènes 

suppresseurs de tumeurs comme PTEN et RKIP conduisant à leur répression et par conséquent 

l’optimisation de la TEM et des processus de prolifération et de survie (Escriva et al., 2008; 

Beach et al., 2008). Par ailleurs, Snail1 active l’expression de marqueurs mésenchymateux 

comme la vimentine, la fibronectine et les MMP-2 et 9 et il est capable d’activer d’autres 

facteurs transcriptionnels de la TEM comme ZEB-1 et LEF-1 (Guaita et al., 2002; De Craene., 

2005)(Figure 20).  
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Figure 20 : Les gènes cibles des protéines Snail. Les membres de la famille Snail répriment la 
transcription des gène codant pour des marqueurs épithéliaux et activent ceux codant pour 
des marqueurs mésenchymateux. De plus, les facteurs de transcription Snail contrôlent la 
prolifération, la migration et la survie. BID : Bcl-interacting death agonist; CDK : cyclin-
dependent kinase; DFF : DNA fragmentation factor; ERKs : extracellular signal regulated 
kinases; MMPs : metalloproteinases; PI3K : phosphoinositide 3-Kinase; Rb : retinoblastoma; 
XR11, Xenopus Bcl-xL homologue. 

 

Le promoteur du gène Snail1 est la cible de plusieurs voies de signalisation impliquées dans la 

TEM comme la voie TGFβ/Smad, MAPKinases, Wnt/β-caténine et NFƙB (Barrallo-Gimeno and 

Nieto 2005) (Figure 21).  La régulation de l’expression de Snail1 est également modulée par la 

protéine GSK-3β qui phosphoryle Snail1 provoquant son ubiquitination puis sa dégradation 

par le protéasome. La phosphorylation de Snail1 ne conduit pas toujours à sa dégradation. En 

effet, les kinases de la famille PAK induisent une phosphorylation active de Snail1, permettant 

son accumulation dans le noyau (Z. Yang et al., 2005).   

Snail1 est exprimé dans beaucoup de cancers dont le cancer du pancréas et son élévation est 

souvent corrélée à des stades avancés et un mauvais pronostic (Kaufhold and Bonavida 2014). 

Snail2 ou Slug possède les mêmes caractéristiques que Snail1 mais son affinité pour les motifs 

E-box  du promoteur du gène CDH1 est plus faible que Snail1 (Bolós et al., 2003).  
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Figure 21 : Les voies de signalisation impliquées dans la régulation de l’expression des gènes 
de la famille Snail et leurs sites d’activation selon Barrallo et al (Barrallo-Gimeno and Nieto 
2005). Plusieurs voies de signalisation agissent directement sur le promoteur des gènes Snail 
pour induire la TEM. D’autres facteurs comme GSK3β, PAK1 et LIV1 sont des régulateurs post-
traductionnels de Snail. AMF: autocrine motility factor; E-cad : E-cadherin; EGF : epidermal 
growth factor; FGF : fibroblast growth factor; BMP : bone morphogenetic protein; ILK : 
integrin-linked kinase; MTA3 : metastasis-associated protein 3; PAK1 : p21-activated kinase; 
TGFβ : transforming growth factor β; PTH(rP)R : parathyroid hormone related peptide 
receptor; SCF : stem cell factor. 

 

3.5.2. ZEB-1/2 (Zinc E-box Binding factor) 
 

La famille ZEB est composée de deux homologues (ZEB-1 et ZEB-2) qui comportent des motifs 

en doigt de zinc nécessaires pour leur fixation sur les promoteurs de gènes cibles. Sa principale 

cible reste la E-cadhérine dont ZEB est l’un des répresseurs transcriptionnels. Les motifs en 

doigts de zinc comportent une séquence spécifique leur permettant une fixation sur les 

domaines E-box du gène de la E-cadhérine (Comijn et al., 2001). Leur fonction répressive sur 



77 
 

la E-cadhérine nécessite parfois le recrutement de complexes corépresseurs  comme le CTBPs 

(C-Terminal Binding Proteins) ou le GRG1 (Brahma-related gene-1) qui interagissent avec des 

facteurs de remodelage de la chromatine (Wang et al., 2009; Sánchez-Tilló et al., 2010).  

L’expression de ZEB est sous le contrôle de plusieurs voies de signalisation (Figure 22). Le TGFβ 

induit l’expression de ZEB-1 via le complexe Smad2/3 qui se fixe sur le promoteur du gène 

ZEB-1 (Joseph et al., 2014). L’activation de la voie des MAPKinases par des facteurs de 

croissance comme HGF permet également de stimuler l’expression de ZEB-1 (Han et al., 2016). 

De la même façon, le gène ZEB-1 est un des cible de la voie Wnt/β-caténine (Kalra et al., 2018), 

PI3K/AKT (Wu et al., 2012) mais également de Snail1 et Twist (Dave et al., 2011).  

ZEB-1 et ZEB-2 orchestrent le processus de TEM en modulant directement l’expression des 

marqueurs épithéliaux et mésenchymateux. En plus de la TEM, ZEB-1 est impliqué dans 

différents processus au cours de la carcinogenèse comme l’apoptose, l’échappement 

immunitaire, l’invasion et la résistance aux traitements (Zhang et al., 2015). Une expression 

aberrante de ZEB-1 a été observée dans plusieurs cancers dont celui du pancréas avec une 

nette corrélation entre une forte expression et un mauvais pronostic (Bronsert et al. 2014). 

ZEB-1 serait également impliqué dans la chimiorésistance et la radiorésistance de nombreux 

cancers (Zhang et al., 2015).  
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Figure 22 : Les inducteurs et cibles de ZEB-1 au cours de la carcinogenèse selon Wang et al 
(Wang et al., 2015). ZEB-1 interagit avec plusieurs voies de signalisation impliquées dans 
l’invasion, la sénescence, l’apoptose, l’échappement immunitaire, le recrutement de cellules 
souches tumorales,  la TEM et la résistance aux traitement. Dans le noyau, ZEB-1 inhibe la 
transcription de gènes cibles codant pour des protéines épithéliales comme la E-cadhérine et 
EpCam.   

 

3.5.3. Twist 
 

Twist fait partie de la famille des facteurs de transcription à domaine basique hélice-boucle-

hélice (bHLH : basic-helix-loop-helix). Les protéines Twist ont un domaine formé de deux 

hélices permettant de former des dimères puis à se lier sur les motifs E-box (Cabrera et al., 

2013). Deux protéines très similaires ont été identifiées chez l’homme, Twist1 et Twist2. Ces 

deux protéines contrôlent la différenciation de plusieurs types cellulaires comme les cellules 

musculaires, cartilagineuses et ostéogéniques (Puisieux et al., 2006). Dans des modèles 

murins, Twist joue un rôle dans l’embryogenèse en favorisant la migration cellulaire et la 
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réorganisation tissulaire (Yang et al., 2004). Twist est surexprimé dans différents cancers dont 

le cancer du pancréas (Ohuchida et al., 2007). L’hyperméthylation du promoteur de Twist 

active son expression dans les cellules cancéreuses issues de tumeurs primitives alors que cela 

provoque une perte de son expression dans les cellules métastatiques, ce qui montre le rôle 

de Twist dans la TEM et la progression métastatique (Cabrera et al., 2013)(Figure 23). Par 

ailleurs, la surexpression de Twist est associée à un mauvais pronostic (Puisieux et al., 2006).  

La surexpression de Twist fait appel à plusieurs mécanismes comme l’hypoxie et l’activation 

de plusieurs voies de signalisation impliquant Wnt, IGF ou EGF (Cabrera et al., 2013). Twist 

subit également une régulation post-transcriptionnelle par la protéine PAK qui inhibe sa 

dégradation par le protéasome (Firulli and Conway 2008).  Les propriétés pro-métastatiques 

de Twist sont liées à son effet inducteur de TEM permettant aux cellules tumorales d’envahir 

la MEC et d’atteinte des sites métastatiques à distance. Plusieurs études in vitro ont montré 

que la suppression de Twist dans les cellules cancéreuses mammaires empêchait la survenue 

de métastases et que son surexpression réduisait l’expression de la E-cadhérine, permettant 

ainsi aux cellules tumorales d’acquérir des marqueurs mésenchymateux et des propriétés 

invasives (Casas et al., 2011; Yang et al., 2004).  
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Figure 23 : La signalisation médiée par Twist et son implication dans la TEM et le processus 
métastatique selon Inoue et al (Inoue and Fry 2016). Plusieurs voies de signalisation activent 
l’expression de Twist permettant ainsi la TEM via la perte d’expression de la E-cadhérine. Twist 
favorise aussi le processus métastatique en activant certaines métalloprotéases. Ses 
propriétés anti-apoptotiques passent par l’inhibition de la voie ARF (alternative reading 
frame)/p53. Il confère également aux cellules tumorales des propriétés de cellules souches 
par l’inactivation de l’expression de CD24. L’action pro-métastatique de Twist est 
potentialisée par les autres facteurs de transcription (Snail, Slug, ZEB1/2 …). 

 

3.5.4. Les autres facteurs de transcription impliqués dans la TEM 
 

D’autres facteurs de transcription ont été identifiés récemment comme inducteurs de la TEM 

et résumés dans le tableau 5. 
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Tableau 5 : Les principaux facteurs de transcription impliqués dans la TEM (Lamouille et al., 
2014) 

Facteur de 
transcription 

Gènes cibles inhibés Gènes cibles 
surexprimés 

Voies de signalisation 
impliquées 

Snail 1 et 2 (Slug) E-cadhérine, 
claudines, 
occludine, 
Crumbs3, PALS1, 
PATJ, 
cytokératines, 
desmoplakine, 
plakophiline 

Fibronectine, 
N-cadhérine, 
collagène, 
MMP15, MMP2, 
MMP9, 
TWIST, ID1, 
ID2, ZEB1, ZEB2 

TGFβ/SMAD3,  
Wnt/β-caténine, 
Notch, PI3K–AKT, NFκB, 
EGF,FGF 

Twist E-cadhérine, 
claudines, 
occludine, 
desmoplakine 
plakoglobine 

Fibronectine,  
N-cadhérine 
α5 intégrine 

MAPKinases 

ZEB-1 et 2 E-cadhérine,  
ZO1,  
Crumbs3  
plakophiline 

N-cadhérine 
MMPs 

TGFβ/SMAD3,  
Wnt/β-caténine  
RAS–MAPK 

FOXD3 Non connus Non connus β1 intégrine 
laminine 

FOXC2 E-cadhérine Fibronectine, 
Vimentine, 
 N-cadhérine 
αSMA 

TGFβ/SMAD3 

FOXF1 E-cadhérine, 
 claudine1, 
occludine, 
desmogleine1β, 
desmogleine2, 
desmocolline2, 
desmoplakine 

Fibronectine 
N-cadhérine 
 

Non connues 

FOXQ1 E-cadhérine Fibronectine 
N-cadhérine 
Vimentine 

Non connues 

FOXO3A  E-cadhérine SNAIL1 
 

AKT 

FOXA1  E-cadhérine Fibronectine, 
Vimentine 
SNAIL1 

TGFβ, 
HGF, 
AKT 

FOXO3A  E-cadhérine SNAIL1 
 

AKT 

FOXA1  E-cadhérine Fibronectine, TGFβ, 
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Vimentine 
SNAIL1 

HGF, 
AKT 

FOXA2  E-cadhérine, 
ZO1 

Fibronectine, 
Vimentine, 
N-cadhérine, 
Snail1, 
Snail2 

TGFβ, 
HGF, 
AKT 

Serpent, GATA4, 
GATA6 

E-cadhérine, 
Crumbs, 
Claudines 

N-cadhérine 
MMP1 

Non connues 

HMGA2 E-cadhérine Snail1, 
Snail2, 
TWIST 

TGFβ/SMAD3 

SOX9  Non connus Snail2 BMPs, 
PKA 

KLF8  E-cadhérine MMP9 Non connues 

BFA–KAP1  Non connus FSP1 Non connues 

ZNF703 E-cadhérine Vimentine, 
 N-cadhérine, 
 Snail1 
cytokératine 

Rho-GTPase 

PRX1  E-cadhérine Vimentine, 
Laminine 

BMP2, 
TGFβ 

αSMA: α-smooth muscle actin; BMPs: bone morphogenetic proteins; CBFA: CArG-binding 
factor-A; EGF: epidermal growth factor; FGF: fibroblast growth factor; FOX: forkhead box; 
FSP1:fibroblast-specific protein 1; HGF: hepatocyte growth factor; HMGA2: high mobility 
group A2; ID: inhibitor of differentiation; KAP1: KRAB-associated protein 1; KLF8: Krueppel-
like factor 8; MMP: matrix metalloproteinase; NF-κB: nuclear factor-κB; TGFβ: transforming 
growth factor-β; PALS1: protein associated with Lin-7 1; PATJ: PALS1-associated tight-junction 
protein; PKA: protein kinase A; PRX1: paired-related homeobox 1; SOX: SRY box; ZNF703: zinc-
finger 703; ZO1: zonula occludens 1; ZEB: zinc-finger E-box-binding. 

 

Plusieurs facteurs de transcription sont impliqués dans la TEM. Ils ciblent les promoteurs de 

gènes codant pour des protéines épithéliales et mésenchymateuses après l’activation de 

certaines voies de signalisation. 
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3.6. Les principales voies de signalisation impliquées dans la TEM 
 

Nous détaillons dans cette partie les principaux inducteurs de la TEM décrits dans le cancer 

du pancréas.  

3.6.1. La voie du TGFβ (Transforming Growth Factor) 
 

La voie du TGFβ est la principale voie de signalisation de la TEM. Elle stimule l’expression des 

facteurs de transcription Snail1/2, ZEB1/2 et Twist, permettant ainsi une perte de l’expression 

de la E-cadhérine et l’acquisition d’un phénotype mésenchymateux. le TGF β est reconnu 

comme étant un suppresseur tumoral par l’inhibition de la croissance tumorale. Cependant, 

aux stades avancés de la cancérogenèse, le TGF β induit la dissémination métastatique, 

notamment par l’activation de la TEM (Massague et al., 2008). Le TGFβ est une cytokine 

ubiquitaire activant plusieurs voies de signalisation. Il s’agit d’une superfamille comportant 

plusieurs membres dont TGF β-1 et 2, les activines et les BMP (Bone Morphogenic Proteins). 

Après fixation à son récepteur de type I ou II, le TGF β conduit à la transduction du signal par 

deux voies de signalisation différentes :  

• La voie canonique du TGFβ (Figure 24)  
 

La voie canonique met en jeu les protéines Smads (Polyak and Weinberg 2009). La fixation du 

TGF ß sur son récepteur permet la phosphorylation des protéines Smad2 et -3, qui à leur tour 

vont se lier à la protéine Smad4. Ce complexe est transloqué au noyau ou il se fixe sur des 

promoteurs de gènes cibles pour réguler leur expression en présence de co-activateurs 

transcriptionnels (Liu et al., 2015). Par ailleurs, la fixation des BMP sur leurs récepteurs induit 

la phosphorylation des Smad 1, 5 et 8, qui forment un complexe avec Smad4 avant d’être 

transloqué au noyau. Des protéines Smads antagonistes, Smad6 et Smad7, inhibent la voie 
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canonique du TGFβ en interagissant avec le complexe Smad (Massague et al., 2008). D’autres 

inhibiteurs comme Smurf 1 et 2 (Smad ubiquitination-regulatory factor) favorisent la 

dégradation des récepteurs du complexe Smad-récepteur par ubiquitination.  

D’autres voies de signalisation régulent la signalisation des protéines Smads. L’activation de 

l’EGFR, de la voie NFƙB, de la voie JAK/STAT (signal transducer and activator of transcription) 

induit l’expression de Smad7 et permet donc d’inhiber la signalisation médiée par le TGFβ.  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 24 : La voie canonique du TGFβ médiée par les protéines Smads selon Derynck et 
Zhang (Derynck and Zhang 2003). La fixation du TGFβ sur son récepteur membranaire formé 
de deux hétérodimères induit la phosphorylation du récepteur de type I par le récepteur de 
type II. Le récepteur de type I étant activé, va induire une phosphorylation du complexe Smad 
(R-Smad). Ce dernier va s’associer à Smad4  et activer ou réprimer la transcription de gènes 
cibles en présence de coactivateurs ou corépresseurs. Le rétrocontrôle de la voie canonique 
est assurée par les facteurs Smurf1/2, Smad6 et Smad7. 
 

• La voie non canonique du TGFβ (Figure 25) 
 

L’effet inducteur de la TEM via le TGFβ peut se faire par des voies de signalisation 

indépendantes des protéines Smads. Le TGFβ peut activer la voie de signalisation 
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Ras/MAPKinases permettant ainsi d’induire une TEM (Derynck and Zhang 2003). De plus, 

l’activation de la voie Ras/MAPKinases renforce la signalisation du TGFβ, ce qui évoque une 

interaction entre les deux voies de signalisation (Xie et al., 2004). De plus, le TGFβ induit la 

phosphorylation des kinases  p38, JNK1/2 et PI3K permettant l’activation de ces voies de 

signalisation. Le TGFβ active également la voie des Rho GTPases et induit les modifications du 

cytosquelette associées à la TEM (Xu et al., 2009).   

Figure 25 : Les voies de signalisation TGF β non Smad dépendantes selon Xu et al (Xu., 2009). 
A : L’activation du récepteur du TGFβ permet le recrutement de plusieurs kinases permettant 
l’activation de TAK1 (Transforming growth factor beta-activated kinase) qui active les 
protéines MKK (Mitogen-activated protein kinase kinase) qui permettent l’activation des voies 
p38 et JNK. L’activation du récepteur du TGFβ permet aussi de recruter les kinases Shc (Src 
homology2/α-collagen), Grb2 (growth receptor bound 2) et Sos (son of sevenless) induisant 
l’activation de la voie Ras/Raf/MEK/Erk. B : Le récepteur du TGFβ active de la voie des Rho 
GTPases et essentiellement la protéine RhoA qui agit sur la réorganisation du cytosquelette 
d’actine cytosquelette via les protéines ROCK et LIMK. C : Activation de la voie PI3K/AKT par 
le TGFβ permet la transduction du signal médié par mTOR et la protéine S6K1 (S6 kinase 1).  
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3.6.2. La voie Wnt/β-caténine (Figure 26) 
 

Cette voie de signalisation est associée au développement embryonnaire, à la fibrose rénale 

et au cancer (Frisch et al., 2013), avec un rôle central joué par la β-caténine. La liaison de Wnt 

sur son récepteur Frizzled couplé à la protéine LRP (lipoprotein receptor-related protein), 

permet l’activation de la protéine APC (adenomatous polyposis coli)et Axin 1. La conséquence 

directe de l’activation de ce complexe est la déphosphorylation de GSK3β et le recrutement 

de Dishevelled (Dvl) ce qui permet l’accumulation de la β-caténine dans le cytoplasme et sa 

translocation dans le noyau et former un complexe avec LEF/TCF et activer les gènes cibles de 

la voie Wnt/β-caténine (Clevers and Nusse 2012). Les principaux gènes cibles de voie Wnt/ β-

caténine sont la cycline D1, c-myc et la survivine ce qui permet la répression transcriptionnelle 

de la E-cadhérine ainsi qu’à la déstabilisation des complexes d’adhérence intercellulaire.  

Les Voies Wnt/β-caténine et TGFβ interagissent pour réguler l’expression des gènes impliqués 

dans la TEM. En effet, le signal TGFβ déstabilise les jonctions adhérentes, ce qui permet de 

libérer la β-caténine et sa translocation dans le noyau pour activer l’expression des gènes 

cibles de la voie Wnt/β-caténine. De plus, le TGFβ3 induit la formation de complexe entre 

Smad2, Smad4 et LEF1, qui ce fixe sur le promoteur de CDH1 et inhibe ainsi la transcription de 

la E-cadhérine (Nawshad et al., 2007). 
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Figure 26 : La voie de signalisation Wnt/β caténine selon Andreu et al (Andreu et al., 2006). 
En l’absence de Wnt (A), la β-caténine est incluse dans un complexe protéique, ce qui entraîne 
sa dégradation par le protéasome. La β-caténine peut aussi être liée à la E-cadhérine et 
contrôler l’adhérence intercellulaire. En présence du ligand Wnt (B) lié au complexe récepteur 
frizzled/LRP, la β-caténine se dissocie du complexe APC/Axine/GSK3β et migre dans le noyau 
où elle se lie aux facteurs  LEF/TCF pour activer la transcription de gènes cibles.  

 

3.6.3. La voie de signalisation Notch 
 

La voie de signalisation Notch est impliquée dans l’apoptose, la migration, l’invasion et 

l’angiogenèse (Allenspach et al., 2002). Il existe 4 récepteurs Notch (Notch 1 à 4) qui fixent 5 

ligands (Deltalike1,3,4, Jagged-1 et Jagged-2). La liaison d’un ligand sur un récepteur Notch 

provoque une série de clivages protéolytiques du récepteur et la translocation d’un domaine 

intracellulaire au noyau pour réguler l’expression de gènes cibles de la famille HES (Hairy-

enhancer of split) et HRT (hairy-related transcription factor). Notch stimule l’expression 

d’autres facteurs de transcription impliqués dans la TEM comme Snail1, Slug, ZEB1, ZEB2 et 

Twist (Wang et al., 2010).  
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Pour induire un phénotype de TEM, Notch interagit avec plusieurs voies de signalisation 

comme celles du TGFβ, FGF, HIF1α (hypoxia-inducible factor 1α)  et le PDGF (platelet-derived 

growth factor) (Wang et al., 2010) (Figure 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 27 : L’implication de Notch dans la TEM et ses principaux inducteurs selon Wang et al 
(Wang et al., 2010). Les voies de signalisation médiée par le TGFβ, FGF, PDGF et l’hypoxie 
activent Notch. Sa translocation nucléaire active la transcription de plusieurs inducteurs de la 
TEM.  
 

3.6.4. La voie Hedgehog 
 

Cette voie de signalisation est impliquée dans de nombreux processus physiologiques comme 

la différenciation cellulaire, la régénération et la maintenance de cellules souches (Beachy., 

2004). La famille Hedgehog (Hh) comporte 3 membres (Sonic hedgehog (Shh), Indian 

hedgehog (Ihh) and Desert Hedgehog (Dhh)) qui se fixent sur 2 récepteurs 

transmembranaires : Patched (PTCH) et Smoothened (SMO) (Liu et al., 2015). La fixation de 

Hh sur le récepteur PTCH va permettre de lever l’inhibition sur SMO qui active les facteurs de 

transcription à doigt de zinc GLI (Glioma-associated oncogene homolog).  Ces derniers vont 

activer la transcription de gènes cibles impliqués dans la TEM (Briscoe and Thérond 2013).  
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3.6.5. La voie des MAPKinases (Figure 28) 
 

La voie des MAPKinases est activée généralement par des récepteurs tyrosine kinase en 

réponse à un facteur de croissance ou une cytokine. L’activité tyrosine kinase de ces 

récepteurs est à l’origine d’une cascade de phosphorylation de plusieurs kinases 

cytoplasmiques conduisant à la transmission d’un signal différent en fonction de la voie de 

signalisation activée. Les voies Ras/Raf/MAPkinases et PI3K/AKT/mTOR sont les deux 

principales voies de signalisation des MAPKinases impliquées dans la TEM.  

• La voie Ras/Raf/MAPKinases  
 

La famille Ras comprend 3 isoformes appelés HRas, NRas et Kras. Il s’agit de protéines 

cytoplasmiques de la familles GTPases, qui permettant la transmission de signaux transmis par 

des récepteurs transmembranaires et qui régulent la prolifération, la survie, la différenciation 

et la TEM (Cobb et al., 1999). L’activation de Ras via l’activité tyrosine kinase d’un récepteur 

transmembranaire permet la phosphorylation de Raf et par conséquent son activation. Ce la 

conduit une cascade d’activation avec la phosphorylation de MEK1/2 (MAPK-ERK-Kinase) qui 

phosphoryle à son tour ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinase), qui sera transloqué au 

noyau pour activer la transcription de gènes cibles codant pour plusieurs facteurs de 

transcription comme C-Jun et C-Fos.  

La voie Ras/Raf/MAPKinases augmente l’expression des gènes impliqués dans la TEM en 

collaboration avec d’autres voies de signalisation(Cano et al., 2010). Elle induit également une 

motilité cellulaire en stimulant l’expression des MMP et en régulant l’activité des protéines 

GTPases (Vial and Pouysségur 2004). 
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L’activation de la voie Ras/Raf/MAPKinases est souvent activé de façon aberrante dans de 

nombreux cancers. Dans le cancer du pancréas, une surexpression des récepteurs à tyrosine 

kinase avec ou sans altération génétique peut expliquer l’activation de la voie 

Ras/Raf/MAPKinases (Preis and Korc 2010). Cependant, le mécanisme le plus fréquent pour 

expliquer l’activation de cette voie de signalisation dans le cancer du pancréas est la mutation 

Kras qui intéresse le codon 12 avec une substitution d’une Glycine G en acide aspartique D 

(mutation G12D) (Réjiba et al., 2007).  

• La voie PI3K/AKT/mTOR 
 

La voie PI3K/AKT/mTOR est impliquée dans la croissance cellulaire, la prolifération, 

l’angiogenèse et l’oncogenèse(Porta, Paglino, and Mosca 2014). Comme la voie 

Ras/Raf/MAPKinases, elle est souvent activée par des récepteurs tyrosine kinase. La fixation 

d’un ligand sur son RTK entraîne sa dimérisation puis l’activation de son domaine 

intracellulaire à activité tyrosine kinase. L’activation de ce récepteur entraine une cascade de 

phosphorylation qui débute par celle de la protéine PI3K. La PI3K est inhibée par le PTEN qui 

régule l’activité de la voie PI3K/AKT/mTOR. Une fois activée, la PI3K forme une protéine 

membranaire appelée le phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate qui va recruter la protéine 

AKT et permet sa phosphorylation par la PDK1 (phosphatidylinositol 3-dependent kinase 1). 

AKT va activer à son tour la protéine mTOR soit par phosphorylation directe, soit par inhibition 

de TSC2 (Tuberous sclerosis complex-2). mTOR agit sous la forme d’un complexe protéique 

appelé mTORC1 qui est associé à la protéine RAPTOR (regulatory-associated protein of mTOR) 

ou mTORC2 qui est associé à RICTOR (rapamycin-insensitive companion of mTOR). Plusieurs 

gènes cibles sont régulés par cette voie de signalisation dont eIF4E, S6K1, cyclin D1, HIF1/2 … 
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• D’autres MAPKinases sont impliquées dans la TEM comme p38 MAPKinases et JNK (Jun 

amino-terminal kinases).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 28 : L’activation de la voie des MAPKinases par le récepteur tyrosine kinase selon 
Gonzalez et Medici (Gonzalez and Medici 2014). Les facteurs de croissance tels que FGF, EGF, 
PDGF ou IGF, stimulent les récepteurs tyrosine kinase, qui activent diverses voies de 
signalisation. Ces cascades de signalisation activent des facteurs de transcription (TF) qui se 
lient aux promoteurs de gènes codant pour des facteurs de transcription comme Snail1/2, 
ZEB1/2 et Twist qui induisent la TEM.  
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3.6.6. La voie NFƙB (Nuclear Factor-kappaB) 
 

Les protéines NFƙB sont des régulateurs transcriptionnels composées de 5 membres : p50, 

p52, c-rel, p65 et relB. En absence de signal externe, les NFƙB sont sous forme inactive en 

interagissant avec les protéines de la famille IƙB (Inhibitor of NF-кB). Les protéines IƙB sont 

composées de 5 membres : IκBα, IκBβ, IκBε, et les protéines p105 et p100. L’activation de la 

voie NFƙB passe par la phosphorylation des protéines IƙB par des kinases IKK. Cette 

phosphorylation entraîne l’ubiquitination des IƙB puis leur dégradation par le protéasome 

libérant ainsi les protéines NFƙB qui sont transloquées dans le noyau pour se fixer sur les 

promoteurs de gènes cibles. La voie NFƙB est impliquée dans la réponse immunitaire et joue 

un rôle dans la prolifération et l’apoptose (Guttridge et al., 1999; Perkins et al., 1997). Cette 

voie de signalisation est activée dans de nombreux cancers et favorise la prolifération et la 

résistance à l’apoptose des cellules tumorales (Sethi et al. 2012). De plus, plusieurs études ont 

montré que l’activation de la voie NFƙB était corrélée à une évolution métastatique et un 

mauvais pronostic (Chung et al., 2006; Shao et al., 2009; Zhang et al., 2009). Elle est également 

impliquée dans la TEM en activant l’expression de l’uPA (urokinase-type plasminogen 

activator) des MMPs qui induisent une dégradation des éléments de la MEC (Min et al., 2008). 

L’activation de la voie NFƙB en réponse aux stimuli inflammatoires générés par le stroma, 

induit une stabilisation de Snail par l’inhibition de la protéine GSK3β (Wu et al., 2009).  

 

Il existe plusieurs interactions entre ces différentes voies de signalisation qui vont aboutir à 

l’expression de gènes codant pour les régulateurs de la TEM. Ce réseau complexe de 

signalisation explique l’inefficacité des monothérapies dans le cancer du pancréas et surtout 

des thérapies ciblées visant certains facteurs de croissance.  
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3.7. Les différents types de TEM  
 

Le champ d’étude de la TEM s’est étendu à plusieurs conditions physiopathologiques. Une 

classification en trois entités a été proposée (Figure 29). 

3.7.1. TEM de type 1 (Embryogenèse) 
 

Ce phénomène est observé au cours de l’implantation, l’embryogenèse et l’organogenèse. Les 

phénomènes d’implantation de l’embryon et la formation du placenta nécessitent une TEM. 

Notamment, les cellules du trophectoderme subissent une TEM leur permettant d’envahir 

l’endomètre et d’initier la formation du placenta (Bischof et al., 2006). La gastrulation est un 

autre processus embryologique où la TEM joue un rôle crucial. Durant la gastrulation, une 

réorganisation complète des cellules embryonnaires avec des d’importants mouvements 

cellulaires permettent la création de trois couches embryonnaires : ectoderme, endoderme 

et mésoderme. Les cellules épithéliales de l’épiblaste subissent des changements programmés 

dictés par l’expression spécifique de protéines associées à la migration et la différenciation 

cellulaires (Thiery and Sleeman 2006a). De plus, la TEM est impliquée dans d’autres processus 

embryologiques comme la formation de la crête neurale et des valves cardiaques (Thiery and 

Sleeman 2006b). 

3.7.2. La TEM de type 2 (Cicatrisation et fibrose) 
 

La TEM est associée aux processus de réparation cellulaire et de fibrose. La reconstruction 

tissulaire après un traumatisme nécessite la migration de fibroblastes et d’autres types 

cellulaires afin de combler la plaie et procéder au phénomène de réparation tissulaire. Ce 

même processus est également mis en jeu dans la régénération hépatique (Choi and Diehl 

2009).  
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La fibrose rénale est un exemple pathologique impliquant le phénomène de TEM. Il a été 

montré dans un modèle murin transgénique exprimant le gène LacZ qui code pour la β-

galactosidase, une enzyme spécifique des cellules épithéliales tubulaires proximales. La 

création d’une fibrose rénale par obstruction urétérale induit un afflux de fibroblastes dont 

certains expriment la β-galactosidase, ce qui suggère la survenue d’une TEM à partir des 

cellules tubulaires proximales dont le principal facteur déclenchant est le TGFβ (Iwano et al., 

2002; Qi et al., 2005). De plus, des données suggèrent l’implication de la TEM dans le 

développement de fibrose après greffe rénale (Vongwiwatana et al., 2005).  

3.7.3. La TEM de type 3 (Progression et diffusion métastatique) 
 

Nous disposons de données suffisantes dans la littérature pour associer la TEM aux stades 

avancés de cancers. De plus, l’expression des marqueurs de TEM est souvent corrélée à des 

tumeurs avancées de mauvais pronostic (Lu and Kang 2019).   

La TEM induirait également la séparation de quelques cellules cancéreuses de la tumeur 

primaire, leur permettant ainsi d’envahir la matrice extracellulaire grâce à la production de 

métalloprotéases et de migrer grâce à la réorganisation du cytosquelette (émission de 

lamellipodes). Les cellules vont ainsi pouvoir passer dans la circulation où elles deviendront 

des cellules tumorales circulantes puis s’ancreront au site métastatique notamment par la 

réexpression de la E-cadhérine pour former une métastase par le phénomène de TME.  
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Figure 29 : Les différents types de TEM selon Kalluri et Weinberg (Kalluri and Weinberg 2009). 
A : La TEM de type 1 est associée à la phase embryonnaire. Elle est impliquée dans la 
gastrulation et la migration de la crête neurale. Pendant la gastrulation, les cellules épithéliales 
de l’épiblaste subissent une TEM pour donner le mésenchyme primaire. B : La TEM de type 2 
survient au cours des procédures d’inflammation ou de fibrose. A la différence de la TEM de 
type 1, la TEM de type 2 évolue le plus souvent sur un mode chronique. C : La TEM de type 3 
concerne le processus métastatique permettant aux cellules tumorales au sein de la tumeur 
primitive de se détacher et d’atteindre la circulation sanguine pour former des métastases 
dans d’autres sites. 

 

 

 

La TEM est impliquée dans des processus physiologiques et pathologiques. Les mécanismes 

moléculaires sont relativement comparables et le spectre de modifications survenant au 

cours de la TEM dépend de l’intensité des stimuli extérieurs.  
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4. Situation du sujet et objectifs du travail  
 

Le phénomène de la chimiorésistance du cancer du pancréas est à l’origine de son mauvais 

pronostic. Il  demeure un problème majeur dont les causes sont multiples et souvent 

intriquées. Il a été récemment proposé que la résistance particulière des cellules tumorales 

pancréatiques pourrait être en relation avec leurs caractéristiques phénotypiques (phénotype 

de cellules souches ou phénotype TEM). Les travaux antérieurs de l’équipe ont permis de 

mettre en évidence dans des lignées tumorales pancréatiques humaines rendues 

chimiorésistantes de manière chronique, des modifications morphologiques évoquant un 

phénomène de TEM. Nous avons cherché à approfondir cet aspect d’une part en comparant 

plusieurs lignées tumorales pancréatiques ayant un profil mutationnel et un phénotype 

différents et d’autre part en étudiant les mécanismes mis en jeu dans l’induction du 

phénotype de TEM et ses relations avec la chimiorésistance. 

Les objectifs spécifiques de notre travail étaient :  

✓ D’étudier les caractéristiques du phénotype TEM dans les cellules chimiorésistantes  

• Expression des marqueurs épithéliaux et mésenchymateux  

• Expression des facteurs de transcription  

• Modifications morphologiques  

• Capacités de migration et d’invasion  

✓ D’étudier les voies de signalisation impliquées et leurs relations avec la chimiorésistance  

• Mise en évidence d’éléments régulateurs de signalisation cellulaire  

• Effet des inhibiteurs pharmacologiques sur la TEM et la chimiorésistance  
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✓ D’étudier sur une cohorte de patients, la corrélation entre l’expression des marqueurs de 

TEM,  les données histopathologiques et l’exposition à un traitement néoadjuvant  
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Résultats  
 

1. Etablissement de lignées cellulaires pancréatiques chimiorésistantes et caractérisation 

morphologique et phénotypique  
 

1.1. Etablissement de lignées chimiorésistantes  
 

Nous avons choisi 4 lignées cellulaires tumorales pancréatiques, BxPC-3, Capan-2, Panc-1 et 

MiaPaca-2. Nous avons d’abord analysé l’effet cytotoxique de l’augmentation des 

concentrations de gemcitabine sur les lignées BxPC-3, Capan-2, Panc-1 et MiaPaca-2 après une 

exposition de 72 heures (figure 1). L'analyse des valeurs de l'IC50 ont révélé des différences 

intrinsèques de chimiorésistance à la gemcitabine entre les lignées tumorales pancréatiques. 

Comme le montre la figure 30 et le tableau 6, les cellules BxPC-3 sont beaucoup plus sensibles 

à la gemcitabine (IC50 = 8 × 10−8 M) en comparaison avec les lignées Panc-1 (IC50 = 10−7) et 

MiaPaca-2 (IC = 7 × 10−7 M), ce qui est en accord avec les données précédemment publiées 

(Arumugam et al., 2009; Funamizu et al., 2012). Comme précédemment rapporté, la lignée 

cellulaire Capan‐2 était très chimiorésistante à la gemcitabine (Bellone et al., 2006; Amrutkar 

et al., 2018). 

Les sous-populations cellulaires chimiorésistantes ont été obtenues après un traitement 

chronique avec des concentrations croissantes de gemcitabine. Les paliers de concentrations 

ont été déterminés à partir de l’IC50 de chaque lignée. Ces lignées chimiorésistantes Gem-

MiaPaca‐2, Gem‐Panc‐1, Gem‐Capan‐2 et Gem‐BxPC-3 ont été respectivement  stabilisées à 

10−8, 5 × 10−8, 10−8 et 10−7 M. Nous avons ensuite réalisé une caractérisation du potentiel de 

chimiorésistance des clones chimiorésistants par rapport aux cellules parentales par un test 

MTT avec augmentation progressive des doses de chimiothérapie par gemcitabine.  
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La figure 30 montre que Gem-MiaPaca‐2, Gem‐Panc‐1, Gem‐Capan‐2 et Gem‐BxPC-3 étaient 

plus chimiorésistantes à la gemcitabine en comparaison avec les cellules parentales.   

Figure 30 : Comparaison de la résistance à la gemcitabine des lignées parentales et 
chimiorésistantes. Les cellules sont ensemencées  et traitées par gemcitabine pendant 72h. 
*P < 0,05 ; **P <0,01 et ***P < 0,001.  
 

Les valeurs d’IC50 dans lignées parentales et chimiorésistantes sont détaillées dans le tableau6.  

Tableau 6 : Les valeurs d’IC50 des lignées parentales et chimiorésistantes  

 

 

 

Lignée IC50 

Cellules parentales Cellules chimiorésistantes 

BxPC-3 8.10-8 3.10-6 ** 

Capan-2 > 10-5 ⱡ > 10-5 ⱡ 

Panc-1 10-7 > 10-5 ⱡ 

MiaPaca-2 7. 10-7 > 10-5 **, ⱡ 

** : p<0.01 
ⱡ : IC50 non atteint 
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Nous avons donc confirmé par ces premiers résultats que nos lignées chimiorésistantes 

avaient un potentiel de résistance à la gemcitabine plus élevé que les cellules parentales. 

 

1.2. Caractérisation morphologique des cellules chimiorésistantes  
 

Les données de microscopie optique ont montré que les cellules chimiorésistantes 

présentaient des modifications morphologiques par rapport aux cellules parentales telles que 

la perte d'adhérence intercellulaire et l'acquisition d’une morphologie fusiforme (Figure 31A). 

Ces variations morphologiques étaient présentes dans les cellules Gem-Panc-1 et Gem-

MiaPaca-2 alors qu’aucune modification n’a été observée dans les lignées BxPC-3 et Capan-2 

qui gardaient leur morphologie épithéliale classique.  
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Figure 31A : Images de microscopie optique à contraste de phase (X20) des cellules 
parentales et chimiorésistantes. Les têtes de flèches indiquent les cellules présentant une 
perte d’adhérence intercellulaire avec une morphologie fusiforme. 

 

Nous avons également réalisé une analyse morphométrique afin de déterminer si le taux de 

cellules fusiformes étaient statistiquement différents entre les cellules parentales et 

chimiorésistantes des 4 lignées tumorales pancréatiques (Figure 31B).  
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Figure 31B : Analyse quantitative morphométrique de la proportion de cellules fusiformes 
entre lignées parentales et chimiorésistantes. ** P <0,01 et *** P <0,001.  

 

Les résultats ont montré que la proportion de cellules fusiformes dans les Gem-Panc-1 et les 

Gem-MiaPaca-2 était respectivement multiplié par 18 (p = 0,008) et 2,5 (P = 0,0007) par 

rapport aux cellules parentales. En revanche, aucune variation morphologique significative n’a 

été observé dans les lignées chimiorésistantes des BxPC-3 et Capan-2.  

Nous avons pu donc mettre en évidence que la chimiorésistance des cellules tumorales 

pancréatiques était associée à des modifications morphologiques qui peuvent s’apparenter 

à un phénotype de TEM. De plus, seules les lignes Panc-1 et MiaPaca-2 présentaient ces 

changements morphologiques.  

 

 

Gem-Capan-2 
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1.3. Caractérisation phénotypique  
 

Nous avons d’abord étudié l’expression de protéines épithéliales (E-cadhérine et occludine),  

mésenchymateuses (vimentine) du facteur de transcription ZEB ‐ 1 dans différentes lignées 

tumorales pancréatique (Figure 32A). Les cellules Capan-1, Capan-2 et BxPC-3 présentent une 

forte expression de la E-cadhérine sans détection de la vimentine ni de ZEB-1. Inversement, 

les cellules Panc-1 et MiaPaca-2 expriment peu ou pas la E-cadhérine alors qu’elles expriment 

fortement la vimentine (Figure 32A). Ensuite, nous avons analysé les modifications 

phénotypiques induites par la chimiorésistance à la gemcitabine dans les 4 lignées tumorales 

pancréatiques (Figure 32B). Dans les cellules Panc‐1, la résistance à la gemcitabine était 

associée à une diminution de l'expression de la E-cadhérine et de l'occludine. Dans les cellules 

MiaPaca‐2, qui n’expriment pas la E-cadhérine (Seidel et al., 2004; Fukumoto et al., 2008), la 

résistance à la gemcitabine était marquée essentiellement par une forte diminution de 

l'expression de l'occludine. Concernant l’expression de marqueurs mésenchymateux, nous 

avons observé une augmentation non significative de l'expression de la vimentine (p= 0,08) 

dans les cellules Gem‐Panc‐1 par rapport aux cellules parentales. Cependant, l’expression de 

la vimentine basale étant très élevée, nous n’avons pas constaté d’augmentation significative 

de la vimentine dans les cellules chimiorésistantes des MiaPaca-2 (Figure 32B).  

L’expression du répresseur transcriptionnel ZEB-1 a été également étudiée par Western blot. 

Nous avons montré que la chimiorésistance des lignées Panc-1 et MiaPaca-2 était associée à 

une augmentation de l’expression de ZEB-1.  
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Figure 32 : Expression des marqueurs épithéliaux et mésenchymateux dans les lignées 
tumorales pancréatiques. A : Analyse par Western blot de l’expression de la E-cadhérine, 
occludine, vimentine et ZEB-1 dans les tumorales pancréatiques non traitées. B : Analyse 
comparative par Western blot de l’expression des marqueurs épithéliaux et mésenchymateux 
dans les lignées chimiorésistantes par rapport aux lignées contrôles.  
 

Ensuite, nous avons utilisé la microscopie confocale pour étudier la morphologie des cellules 

et la distribution cellulaire de la E-cadhérine dans les cellules de phénotype épithélial (BxPC-3 

et Capan-2) et de la vimentine dans les cellules mésenchymateuses (Panc-1 et MiaPaca-2).  

La figure 33 montre une redistribution de la vimentine dans le cytoplasme des cellules 

chimiorésistantes des Panc-1 et MiaPaca-2 avec l’apparition de quelques protubérances 

cytoplasmiques évoquant des lamellipodes. En revanche, aucune modification morphologique 

n’a été constatée dans les lignées chimiorésistantes Gem-BxPC-3 et Gem-Capan-2. Par ailleurs, 

l’analyse de la distribution de la E-cadhérine dans les Gem-BxPC-3 et Gem-Capan-2 a révélé 

une relocalisation de cette protéine de la membrane vers le cytoplasme.  

 

 

 

 

 



105 
 

 

 

Figure 33 : Etude par microscopie confocale de la distribution de la E-cadhérine (A, x60) et 
la vimentine (B, x40) dans les lignées contrôles et chimiorésistantes de BxPC-3, Capan-2, 
Panc-1 et MiaPaca-2. Marquage nucléaire au DAPI (bleu), du cytosquelette à la phalloïdine 
(rouge) et des protéines d’intérêt par Alexa Fluor 488 (vert).  

 

Par conséquent, l’acquisition d’une chimiorésistance est associée à des modifications 

phénotypiques qui varient en fonction des caractéristiques des cellules tumorales 

pancréatiques. Dans les cellules à profil mésenchymateux (Panc-1 et MiaPaca-2), ces 

changements pourraient être attribués au processus de TEM alors que les cellules de 

phénotype épithélial (BxPC-3 et Capan-2) ne présentaient qu’une diminution de l’occludine 

sans modifications morphologiques.  

 

1.4. Les capacités d’invasion associées à la chimiorésistance  
 

Nous avons ensuite réalisé une analyse fonctionnelle afin de savoir si la chimiorésistance des 

cellules tumorales pancréatiques  était associée à l’acquisition de propriétés d’invasion. Le 

test de blessure a été utilisé pour évaluer la capacité des cellules tumorales pancréatiques à 

envahir le collagène de type I.  
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Nos résultats montrent que les lignées chimiorésistantes Gem‐Panc‐1, Gem‐MiaPaca‐2 et 

Gem‐Capan‐2 présentent un potentiel plus invasif en collagène de type I  par rapport aux 

cellules contrôles (Figure 34). Pour les cellules BxPC-3, qui sont intrinsèquement invasives, 

aucune différence entre les cellules contrôles et chimiorésistantes n’a été observée. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 34 : Potentiel invasif des différentes lignées tumorales pancréatiques 
chimiorésistantes par rapport aux lignées contrôles.  Les courbes représentent le 
pourcentage de fermeture de la blessure en fonction du temps. *P < 0,05 , **P < 0,01.  
 

En conclusion de cette analyse morphologique et phénotypique, nous avons montré que les 

lignées BxPC-3 et Capan-2 chimiorésistantes s’individualisent essentiellement par une perte 

fonctionnelle de la E-cadhérine sans modification marquée des régulateurs de la TEM. Ces 

lignées, dont le phénotype épithélial est très marqué, deviennent chimiorésistantes sans 

modification quantitative de l’expression des marqueurs de la TEM. En revanche, les cellules 
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dont le phénotype mésenchymateux est prédominant (Panc-1 et MiaPaca-2), acquièrent 

sous chimiothérapie des caractéristiques de cellules plus agressives combinant un 

phénotype de TEM et une augmentation des capacités d’invasion dans une matrice de 

collagène. Ces données suggèrent que l’émergence d’un phénotype de TEM n’est pas 

systématique au cours de l’acquisition d’une chimiorésistance des cellules tumorales 

pancréatiques, et que cela dépend d’autres paramètres intrinsèques.  

 

2. Les principales voies de signalisation impliquées dans la chimiorésistance des cellules 

cancéreuses pancréatiques et leur rôle dans la TEM  
 

2.1. Identification des voies de signalisation  
 

Nous avons analysé par une méthode systématique (Human Phospho-Kinase Antibody Array, 

R & D) l’activité des principales kinases régulatrices de la signalisation cellulaire (données non 

présentées). Les principales voies de signalisation qui se sont avérés activées étaient les voies 

MEK/ERK, mTor et le récepteur Met. Nous nous sommes donc au départ penchés sur l’étude 

de ces éléments de signalisation par Western blot dans les lignées contrôles et 

chimiorésistantes (Figure 35). 
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Figure 35 : Expression en Western blot des principales kinases (phospho-mTor(Ser 2448), 
phospho-ERK(Thr202/Tyr204), et phospho-Met(Tyr1234/1235 dans les lignées contrôles et 
chimiorésistantes des Panc-1, MiaPaca-2, BxPC-3 et Capan-2. 

 

L’analyse par Western blot a montré une augmentation de la phosphorylation de mTOR et 

ERK1/2 dans toutes les lignées tumorales pancréatiques chimiorésistantes par rapport aux 

lignées contrôles. Concernant l’expression de Met, nous avons constaté une forte expression 

de phospho-Met dans les Gem-BxPC-3 par rapport aux cellules contrôles mais sans pouvoir 

détecter une différence significative entre les lignées contrôles et chimiorésistantes des 

Capan-2. Par ailleurs, Met est à peine détectable dans les lignées Panc-1 et MiaPaca-2 (Figure 

35). 

Nos résultats suggèrent pour les cellules Panc-1, MiaPaca-2 et Capan-2 un rôle important de 

la voie MEK/ERK et mTOR dans l’acquisition d’un phénotype chimiorésistant. En revanche, 

pour les cellules BxPC-3, les résultats font particulièrement ressortir une activation du 

récepteur Met dans les lignées chimiorésistantes. Ce récepteur est aussi bien connu pour 

son activité oncogénique, pro-proliférative et pro-invasive.  
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2.2. Implication des voies MEK/ERK et mTOR dans la chimiorésistance 
 

Afin d’appréhender le rôle fonctionnel de ces voies de signalisation dans la chimiorésistance, 

nous avons utilisé des inhibiteurs pharmacologiques ciblant les principales protéines activées. 

Nous avons étudié l’effet de l’inhibiteur de MEK/ERK (U0126) sur la résistance à la gemcitabine 

des lignées contrôles et chimiorésistantes des BxPC-3, Capan-2, Panc-1 et MiaPaca-2. L’effet 

de cet inhibiteur sur la chimiosensibilité a été analysé par un test de viabilité cellulaire MTT. 

Les cellules ont été incubées à des concentrations croissantes de gemcitabine en présence du 

U0126 (Figure 36).  

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



110 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fi
gu

re
 3

6
 : 

P
o

te
n

ti
el

 d
e 

ré
si

st
an

ce
 à

 la
 g

e
m

ci
ta

b
in

e 
av

ec
 o

u
 s

an
s 

tr
ai

te
m

en
t 

p
ar

 l’
in

h
ib

it
e

u
r 

U
0

1
26

 d
es

 li
gn

ée
s 

ch
im

io
ré

si
st

an
te

s 
(A

) 
et

 p
ar

en
ta

le
s 

(B
).

 *
P

 <
 0

,0
5

 ; 
**

P
 <

 0
,0

1
 ; 

**
*P

 <
 0

,0
0

1
. D

M
SO

 : 
D

im
et

h
yl

su
lf

o
xi

d
e.

 

A
 

B
 



111 
 

Le U0126 a significativement diminué la résistance à la gemcitabine des cellules Gem-Panc-1 

et Gem-MiaPaca-2 mais sans effet significatif sue les cellules Gem-BxPC-3 et Gem-Capan-2 

(Figure 36A). Nous avons Ensuite analysé si la combinaison de la gemcitabine avec le U0126 

affecterait la résistance des cellules parentales (Figure 36B). Les résultats ont montré que 

l’association de la gemcitabine au U0126 augmentait la chimiorésistance de toutes les lignées 

tumorales pancréatiques.  

Ainsi, l'inhibition de de la voie MEK/ERK n’a pas montré un effet sur la chimiorésistance des 

cellules parentales ou résistantes à la gemcitabine dans les lignées BxPC-3 et Capan-2. 

Concernant les lignées mésenchymateuses Panc-1 et MiaPaca-2, l'inhibition de ERK1/2 

impactait la chimiorésistance uniquement dans les lignées Gem-Panc-1 et Gem-MiaPaca-2. 

Toutes ces données suggèrent que la chimiorésistance des lignées Panc-1 et MiaPaca-2 

implique la voie de signalisation MEK/ERK. Mais quel est le rôle de cette voie de signalisation 

dans l’acquisition d’un phénotype de TEM ?  

 

2.3. Implication de la voie MEK/ERK dans la TEM dans les lignées Panc-1 et MiaPaca-2 

Afin d’étudier le rôle de cette voie de signalisation dans l’acquisition d’un phénotype de TEM 

dans les lignées chimiorésistantes Gem-Panc-1 et Gem-MiaPaca-2, nous avons traité ces deux 

populations cellulaires par l’inhibiteur U0126. L’expression de la E-cadhérine, la vimentine, 

Snail1 et ZEB-1 a été analysée par Western blot et RTqPCR (Figure 37). 
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Figure 37 : Expression des marqueurs de la TEM dans les lignées Gem-Panc-1 et Gem-
MiaPaca-2 après traitement par le U0126. A : Analyse de l'expression de la E-cadhérine, 
occludine, vimentine, Snail-1 et ZEB-1 par RTqPCR après traitement par U0126 (10µM). Les 
résultats sont exprimés en prenant comme référence les cellules traitées par DMSO. B : 
Expression de la E-cadhérine, occludine, vimentine, phospho-ERK1/2 et ERK1/2 dans les Gem-
Panc-1 et Gem-MiaPaca-2 après traitement par U0126. * P <0,05. DMSO : Diméthylsulfoxyde.  

 

De manière intéressante, le traitement par U0126 des cellules Gem-Panc-1 et Gem-MiaPaca-

2 était respectivement associé à une réexpression de la E-cadhérine et de l’occludine. 

Cependant, aucune variation de l’expression de la vimentine n’a été observée dans les cellules 

Gem-Panc-1 et Gem-MiaPaca-2 après traitement par le U0126. Nous avons également 

constaté que le traitement des cellules Gem-Panc-1 par le U0126 réduisait significativement 

l’expression de Snail-1 et ZEB-1 (Figure 37A).  
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L’analyse de l’expression de phospho-ERK par Western blot après traitement par le U0126 

confirme l’inactivation de la voie MEK/ERK par cet inhibiteur (Figure 37B).  

Ces résultats montrent que l’inhibition de la voie MEK/ERK permet de reverser le phénotype 

de TEM associée à la chimiorésistance des lignées Panc-1 et MiaPaca-2. Ces données 

plaident pour une implication de la signalisation MEK/ERK dans la chimiorésistance et la 

TEM dans les cellules tumorales pancréatiques de phénotype mésenchymateux.  

 

3. Implication de ZEB-1 dans la TEM et la chimiorésistance des lignées Panc-1 et MiaPaca2 
 

Nous avons observé une augmentation de l’expression de ZEB-1 dans les cellules 

chimiorésistantes Gem-panc-1 et Gem-MiaPaca-2 par rapport aux cellules parentales. Afin 

d’étudier le rôle du répresseur transcriptionnel ZEB-1 dans la chimiorésistance et la TEM, nous 

avons utilisé des siRNA anti-ZEB-1 et analysé l’effet de ces siRNA sur la TEM, les capacité 

d’invasion et la chimiorésistance des cellules Gem-Panc-1 et Gem-MiaPaca-2.  

3.1. Impact du siZEB-1 sur l’expression des marqueurs de TEM 
 

Nous avons analysé par RTqPCR et Western blot l’expression de la E-cadhérine, occludine, 

vimentine et ZEB-1 après traitement des Gem-Panc-1 et Gem-MiaPaca-2 par le si-ZEB-1. 

Inhibition de ZEB-1 a atténué le phénotype mésenchymateux des cellules chimiorésistantes 

avec une ré-expression de la E-cadhérine dans les cellules Gem-Panc-1 et de l’occludine dans 

les cellules Gem‐MiaPaca‐2. De manière intéressante, nous avons observé une diminution 

significative de l’expression de la vimentine après traitement des cellules Gem-Panc-1 par le 

si-ZEB-1. En revanche, aucune impact n’a été constaté sur l’expression de la vimentine dans 

les cellules Gem-MiaPaca-2 (Figure 38A).  
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Figure 38 : Impact de l’inhibition de ZEB-1 sur l’expression des marqueurs épithéliaux et 
mésenchymateux. A : Analyse par RTqPCR de l’expression  de la E-cadhérine, occudine, 
vimentine et ZEB-1. Les résultats sont exprimés en prenant comme référence l’expression des 
marqueurs dans les cellules transfectées par le si-contrôle. B : Expression des même 
marqueurs par Western blot en présence de siZEB-1 ou du si-contrôle. * : P < 0,05. 

 

Les mêmes résultats ont été observés en western blot (Figure 38B). A noter que l’inhibition de 

l’expression de ZEB-1 a été vérifiée par RTqPCR et Western blot.  

Ces résultats montrent que ZEB-1 joue un rôle majeur dans la répression des marqueurs 

épithéliaux et l’induction d’une TEM dans les cellules chimiorésistantes Gem-Panc-1 et Gem-

MiaPaca-2. 
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3.2. Impact de ZEB-1 sur propriétés invasives des cellules Gem-Panc-1 et Gem-MiaPaca2 
 

Nous avons ensuite évalué l’effet du si-ZEB-1 sur l’invasion du collagène du type I sur Incucyte 

(Figure 39).  

 

 

Figure 39 : Impact du si-ZEB-1 sur les propriétés d’invasion des cellules Gem-Panc-1 et Gem-
MiaPaca-2. Les courbes correspondent au pourcentage de fermeture de la blessure sur 
collagène de type I en fonction du temps. Les cellules sont transfectées par le si-ZEB-1 ou le 
si-contrôle et incubées sur une plaque où la blessure est remplie par du collagène de type I. P 
< 0,05 ; **P < 0,01 ; ***P < 0,001.  

 

L'inhibition de ZEB-1 est associée à une diminution significative des capacités d’invasion du 

collagène de type I dans les cellules Gem‐Panc‐1 et Gem‐MiaPaca‐2.  

Ainsi, ZEB-1 semble jouer un rôle crucial dans l’acquisition des capacités d’invasion associées 

à la chimiorésistance dans les lignées Gem-Panc-1 et Gem-MiaPaca-2.  
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3.3. Effets du si-ZEB-1 sur la chimiorésistance des cellules Gem-Panc-1 et Gem-MiaPaca2 
 

Nous avons étudié ensuite l’impact de la transfection du si-ZEB-1 sur la chimiorésistance des 

cellules Gem-Panc-1 et Gem-MiaPaca-2 (Figure 40). Les cellules ont été traitées par si-ZEB-1 

ou si-contrôle et incubées avec concentrations croissantes de gemcitabine.  

 

 

Figure 40 : Impact du si-ZEB-1 sur la chimiorésistance des Gem-Panc-1 et Gem-MiaPaca-2. 
Les cellules sont transfectées par si-ZEB-1 ou si-contrôle pendant 48h et traitées parallèlement 
par une gamme de gemcitabine. * : P < 0,05.  

 

 

L’inhibition de ZEB-1 resensibilisait les cellules Gem-Panc-1 et Gem-MiaPaca-2 à la 

gemcitabine en réduisant l’IC50 dans ces deux populations (Gem-Panc-1 siZEB-1 : 4 × 10−7M, 

Gem-Panc-1 : 55 × 10−5M ; Gem‐MiaPaca‐2 si-ZEB-1:  10−6M, Gem‐MiaPaca‐2 : 6 × 10−6M).  

En conclusion, ZEB-1 semble jouer un rôle majeur dans l’induction du phénotype TEM avec 

une répression de l’expression de la E-cadhérine et l’acquisition de propriétés invasives. 

L’inhibition de  ZEB-1 diminue la résistance à la gemcitabine suggérant que la TEM est 

impliquée directement dans l’acquisition d’un phénotype chimiorésistant des cellules 

tumorales pancréatiques de phénotype mésenchymateux.  
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4. Etude immunohistochimique de l’expression de ZEB-1  
 

Nous avons ensuite analysé ces mécanismes au sein de tumeurs pancréatiques humaines en 

utilisant la technique d’immunohistochimie. Pour cela, nous avons sélectionné une série de 

20 patients avec un adénocarcinome du pancréas borderline opérés avec ou sans traitement 

néoadjuvant par chimiothérapie ou radiochimiothérapie. Les caractéristiques cliniques et 

histologique des patients sont résumées dans le tableau 7.  

Tableau 7 : Caractéristiques cliniques et histologiques des patients de la cohorte  

 

N Patient Procédure 
chirurgicale 

Taille 
tumeur(cm) 

ZEB-1 
(%) 

BT N+ EPN IV R0/R1 TNM traitement 
néoadjuvant 

1 F, 67 ans DPC 0.4 1 + + - - R0 T1 + 

2 M, 58 ans DPC 2.5 20 + - + - R1 T3 + 

3 F, 69 ans DPC 1.5 5 - + + - R1 T4 + 

4 F, 76  ans DPC 3 1 + - - - R0 T3 + 

5 M, 68 ans DPC 2 30 + + + - R0 T1 + 

6 M, 60 ans DPC 3.5 15 + + + + R1 T4 + 

7 M, 60 ans DPC 2.5 0 - + - - R1 T3 + 

8 F, 66 ans DPC 3 1 + + - + R1 T3 + 

9 M, 59 ans DPC 2.3 20 + - + + R1 T2 + 

10 F, 59 ans DPC 2 40 + + + - R0 T3 + 

11 M, 58 ans DPC 2.9 0 - + + - R0 T3 - 

12 M, 65 ans DPC 2 1 + + + - R0 T3 - 

13 F, 71 ans DPC 2.5 0 - - - - R1 T3 - 

14 F, 77 ans DPC 3 0 - + + - R1 T3 - 

15 F, 72 ans DPC 5 50 - + + - R1 T3 - 

16 F, 60 ans SPC 7 10 + + + - R0 T3 - 

17 F, 59 ans SPC 3 2 + + + + R0 T3 - 

18 M, 61 ans SPC 7 0 - + + - R1 T4 - 

19 F, 69 ans DPC 2 0 - + - - R0 T3 - 

20 M, 75 ans DPC 2.5 0 - + + - R0 T3 - 

IV: invasion vasculaire, EPN: Envahissement périnerveux, N+: Envahissement ganglionnaire, BT: budding tumoral, DPC: duodénopancréatectomie céphalique, SPC: 
splénopancréatectomie caudale, R0 : résection microscopiquement complète, R1 : résection microscopiquement incomplète.  
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La majorité des patients de notre série ont été opérés par DPC (17/20). L’âge médian était de 

65,5 ans [58-77]. Le score d’expression de ZEB-1 était ≥1% chez 65 % des patients et seulement 

35% ne présentaient pas de budding tumoral (i,e cellules isolées ou amas de cellules). La 

moitié des patients avaient une résection microscopiquement complète (R0) et la majorité 

des tumeurs étaient classées T3 ou T4.   

Nous avons ensuite étudié au front d’invasion tumorale, la présence de cellules en budding 

tumoral (Figure 41).  

Figure 41 : Budding tumoral au front d’invasion sur HES (x40). Les têtes de flèches 
représentent des cellules isolées ou des amas de cellules isolées définissant le budding 
tumoral.  

 

L’analyse histologique sur HES a révélé la présence au front d’invasion de cellules isolées de la 

tumeur primitive, envahissant le stroma tumoral. Ce phénomène de budding tumoral était 

présent chez 11 patients de notre série. Nous avons ensuite analysé l’expression de la E-

cadhérine, la vimentine et ZEB-1 par immunohistochimie (Figure 42).  

L’analyse immunohistochimique montre une faible expression de la E-cadhérine dans les 

cellules en budding tumoral. Ces cellules présentent également une forte expression de la 

vimentine et une surexpression nucléaire de ZEB-1.  
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Figure 42 : Expression en immunohistochimie de la E-cadhérine, vimentine et ZEB-1 chez un 
patient opéré d’un adénocarcinome pancréatique. A : Expression de la E-cadhérine dans la 
tumeur (flèche) et les cellules en budding tumoral (têtes de flèches). B : Expression de la 
vimentine dans les cellules en budding tumoral au front d’invasion (têtes de flèches). C : 
Expression nucléaire de ZEB-1 dans les cellules en budding tumoral. 
 

 

L’expression de ZEB-1 a été ensuite quantifiée dans toutes les tumeurs et corrélé aux 

caractéristiques histologiques et au budding tumoral (Tableau 8). L’expression de ZEB-1 était 
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corrélée à l’invasion périnerveuse (P = 0,05) et au budding tumoral (P = 0,069). De plus, le 

phénotype du budding tumoral était corrélé à certains marqueurs d’agressivité tumorale ;  

envahissement vasculaire et des organes de voisinage (p=0,09 et p=0,08  

respectivement)(tableau 8). Enfin, les patients traités en néoadjuvant par chimiothérapie ou 

radiochimiothérapie avaient tendance à présenter dans leurs tumeurs un phénotype de 

budding tumoral (P = 0,069). 
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Tableau 8 : Analyse des données anatomopathologiques en fonction du traitement 
néoadjuvant, de l’expression de ZEB-1 et du budding tumoral  
 

 

 

 

 

 

 

 Traitement néoadjuvant Expression ZEB-1 Budding tumoral 

 Oui 
(n=10) 

Non 
(n=10) 

p Forte 
(n=7) 

Faible 
(n=13) 

p Yes 
(n=11) 

No 
(n=9) 

p 

Age (médiane) 63 67 0,38 60 67 0,12 60 69 0,08 

Sexe (M/F) 0,67 1 1 1,33 0,63 0,64 0,83 0,80 1 

Localisation tumorale   

(Tête/Corps-queue) 10/0 7/3 0,21 6/1 11/2 1 9/2 8/1 1 

Taille (cm) 2,53 3,69 0,11 3,47 2,71 0,63 2,79 3,21 0,75 

Envahissement 

rétropéritonéal 
4 0 0,08 2 2 0,56 2 2 1 

Envahissement organes de 

voisinages 

5 8 0,3 4 9 0,65 5 8 0,08 

Envahissement veine porte 3 1 0,5 2 2 0,58 4 0 0,09 

IV 5 3 0,64 4 4 0,35 4 4 1 

EPN 6 8 0,62 7 7 0,05 8 6 1 

Statut ganglionnaire  

N+ 7 9 0,58 5 9 0,58 8 8 0,59 

N+/N 0,22 0,17 0,87 0,15 0,22 0,96 0,13 0,18 0,5 

Résection R1  6 4 0,64 4 6 1 2 2 1 

T1-T2 3 0 
0,21 

2 1 
0,27 

3 0 
0,21 

T3-T4 7 10 5 12 8 9 

Budding tumoral 8 3 0,069 6 5 0,07 − − − 

Expression ZEB-1   

Forte 5 2 
0,34 

− − 
− 

6 1 
0,07 

Faible 5 8 − − 5 8 

Traitement néoadjuvant  

Oui − − 
− 

5 5 
0,34 

8 2 
0,069 

Non − − 2 8 3 7 
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Discussion 
 

Implication de la TEM dans la chimiorésistance du cancer du pancréas  

Les patients atteints d'un cancer du pancréas sont souvent diagnostiqués à des stades tardifs ce qui 

limite l’accès à la chirurgie pour la majorité des patients et péjore le pronostic. Le mauvais pronostic 

du cancer du pancréas est également dû au phénomène de chimiorésistance aux agents anti-

cancéreux. Les mécanismes impliqués dans la chimiorésistance du cancer du pancréas sont multiples 

et souvent complexes. La TEM joue un rôle crucial dans la progression tumorale et l’initiation du 

processus métastatique et semble contribuer à la chimiorésistance du cancer du pancréas (Wang et 

al., 2017). Le facteur Snail est impliqué dans ce processus en inhibant l’apoptose des cellules 

cancéreuses pancréatiques et en leur permettant ainsi d’acquérir une résistance au 5-FU et à la 

gemcitabine (Yin et al., 2007). De la même façon, le traitement par la gemcitabine de souris invalidées 

pour Snail permet d’augmenter l’expression des transporteurs membranaires de gemcitabine et 

d'augmenter ainsi la sensibilité à la gemcitabine et la survie des souris (Zheng et al., 2015). L'inhibition 

de Slug ou de ZEB-1 permet aussi de sensibiliser les cellules tumorales pancréatiques à la gemcitabine 

(Tsukasa et al., 2015; Arumugam et al., 2009). Suite à l’expression de ces facteurs de transcription, les 

cellules cancéreuses pancréatiques chimiorésistantes perdent leurs caractéristiques épithéliales et 

acquièrent un phénotype mésenchymateux et des capacités de migration et d’invasion. D’autres 

mécanismes peuvent expliquer l’implication de la TEM dans la chimiorésistance du cancer du pancréas. 

Le facteur HIF-1α est un inducteur de TEM via l’activation de la voie NFƙB et permet l’acquisition d’une 

chimiorésistance à la gemcitabine par les cellules tumorales pancréatiques (Wang et al., 2014). Une 

autre caractéristique des cellules cancéreuses pancréatiques est l’expression de marqueurs de cellules 

souches (CD133, CD24, CD44, EpCAM …). Or, la TEM permet d’activer l’expression des marqueurs de 

cellules souches dans le cancer du pancréas (Nomura et al., 2015; Zhou et al., 2014). De plus, les CSC 

expriment des marqueurs de TEM suggérant que les deux processus sont étroitement liés (Singh and 

Settleman 2010). Il a été rapporté notamment que ZEB-1 inhibe l’expression des membres de la famille 
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miR-200 qui sont impliqués dans l’inhibition de l’expression des marqueurs de cellules souches 

(Riediger et al., 2009). L’expression de ZEB-1 est aussi sous le contrôle de miR-200. Il a été également 

rapporté que le marqueur de cellules souches CD44 stimule l’expression de ZEB-1 et que ce dernier est 

l’un des inducteurs de CD44 suggérant que les deux mécanismes collaborent pour favoriser la 

chimiorésistance des cellules tumorales pancréatiques (Preca et al., 2015). L’activation d’autres voies 

de signalisation comme Notch permet l’acquisition d’un phénotype de TEM et d’une résistance à la 

gemcitabine des cellules cancéreuses pancréatiques (Wang et al., 2009).  

Nos résultats confortent les données de littérature et montrent clairement l’implication de la TEM dans 

la chimiorésistance des cellules cancéreuses pancréatiques. Cependant, ces études se sont intéressées 

essentiellement à la chimiorésistance intrinsèque des lignées du cancer du pancréas et peu d’études 

se sont focalisées sur la résistance induite par l’exposition chronique à la gemcitabine. Nous avons ainsi 

montré que la chimiorésistance des lignées cancéreuses pancréatiques de phénotype intermédiaire 

(Panc-1) ou mésenchymateux (MiaPaca-2) était associée à des modifications phénotypiques 

compatibles avec une TEM. En revanche, les lignées BxPC-3 et Capan-2 ne présentaient pas de telles 

modifications mais une perte d’expression de l’occludine, marqueur épithélial des jonctions serrées. 

Ces résultats suggèrent que la chimiorésistance acquise des cellules cancéreuses pancréatiques est 

associée à différents types de modifications morphologiques.   

Une TEM partielle ou complète  

La TEM est un processus dynamique dans lequel le phénotype mésenchymateux n'est pas totalement 

exprimé. Des phénotypes intermédiaires ont été décrits pour caractériser une TEM dite partielle ou 

incomplète (Umbreit et al., 2014; Lundgren et al., 2009). Les mécanismes impliqués dans la TEM 

partielle sont mal connus. Pour expliquer ce phénomène, l'existence de sous populations de cellules 

mésenchymateuses a été évoquée. Certains auteurs suggèrent l’existence d’un phénotype hybride 

épithélio-mésenchymateux au sein d’une même cellule tumorale (Steinway et al., 2015). Ce phénotype 
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hybride serait suffisant pour générer une agressivité et une progression tumorale (Jolly et al., 2016) et 

pourrait être à l’origine de plusieurs processus impliquant la TEM (Grigore et al., 2016). 

L’amplitude d’expression des marqueurs épithéliaux et mésenchymateux permet de classer les lignées 

cellulaires en plusieurs catégories. Pour le cancer du pancréas,  le niveau d’expression des marqueurs 

épithéliaux et mésenchymateux est variable d’une lignée à un autre et permet de définir des sous 

populations de phénotypes différents (Collisson et al., 2011).  

Nos résultats confortent ces données en montrant que la chimiorésistance des lignées Panc-1 et 

MiaPaca-2 est associée à un phénotype de TEM partielle qui permet aux cellules tumorales 

pancréatiques d’acquérir des propriétés invasives.  

ERK/ZEB-1 et la chimiorésistance des cellules tumorales pancréatiques  

Le facteur de transcription ZEB-1 est un répresseur transcriptionnel de la E-cadhérine qui joue un rôle 

majeur dans la TEM et la chimiorésistance du cancer du pancréas. Plusieurs auteurs ont rapporté 

l’implication de ZEB-1 dans la chimiorésistance des cellules cancéreuses pancréatiques (Wellner et al., 

2009; Arumugam et al., 2009; Anurag Singh et al., 2009; Buck et al., 2007). Arumugam et al., ont 

montré que l’expression de ZEB-1 dans les lignées cancéreuses pancréatiques était corrélée à la 

résistance à la gemcitabine, au 5FU et au cisplatine (Arumugam et al., 2009). Wang et al., ont généré 

des cellules chimiorésistantes en exposant les cellules L3.6pl à la gemcitabine par un traitement 

chronique. Par conséquent, les cellules chimiorésistantes deviennent invasives et expriment fortement 

ZEB-1 ainsi que les marqueurs de cellules souches (Wang et al., 2009). 

Bien que la corrélation entre ZEB-1/TEM et chimiorésistance est connue, les mécanismes moléculaires 

sous-jacents restent à déterminer.  

Nos résultats montrent que le traitement des Panc-1 et MiaPaca-2 par la gemcitabine permet d’induire 

une TEM via une surexpression de ZEB-1 médiée par ERK1/2. De nombreuses études se sont 

intéressées à l’interaction entre ZEB-1 et ERK1/2. De manière très intéressante, il a été montré que la 
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résistance au pemetrexed des cellules cancéreuses pulmonaires était associée à l’acquisition d’une 

TEM par l’activation de la voie ERK1/2-ZEB-1 (Chiu et al., 2016). Dans les cellules cancéreuses 

prostatiques, ERK1/2 régule l’expression de ZEB-1 via le facteur de transcription FRA1 (Fos-like antigen 

1) (Wu et al., 2016). Dans les cellules cancéreuses pancréatiques,  un phénotype de TEM est exprimé 

après activation de la voie ERK1/2-ZEB-1 (Peng et al., 2018).  

Nous avons également montré que l’inhibition de la voie MEK/ERK permet de réduire la 

chimiorésistance des lignées Gem-Panc-1 et Gem-MiaPaca-2 et induit une TME. A l’inverse, nous avons 

observé que l'inhibition de ERK1/2 n'avait pas d'effet bénéfique sur la sensibilité des cellules parentales 

à la gemcitabine. Ces résultats laissent penser que la combinaison initiale de la gemcitabine et d’un 

inhibiteur de la voie MEK/ERK n'aurait pas d'avantage. Des observations de même nature ont été 

rapportées pour la résistance des cellules cancéreuses ovariennes au cisplatine (Kielbik et al., 2018). 

En outre, plusieurs essais de phase II chez les patients avec un cancer du pancréas non résécable n'ont 

pas montré de bénéfice en terme de survie pour les inhibiteurs de MEK  (Chung et al., 2017; Bodoky et 

al., 2012).  L’association de la gemcitabine à un inhibiteur de MEK, le trametinib, n’apportait pas non 

plus de bénéfice de survie chez les patients avec un cancer du pancréas métastatique (Infante et al., 

2014).  

Nos données suggèrent que l'inhibition de MEK pourrait avoir un intérêt seulement après l’acquisition 

d’une résistance à la gemcitabine pour les cellules cancéreuses pancréatiques de phénotype 

mésenchymateux. Nous avons également montré que la voie MEK/ERK induit une TEM en activant 

l’expression de ZEB-1. Effectivement, l’inhibition de ZEB-1 permettait de reverser partiellement le 

phénotype mésenchymateux vers le phénotype épithélial. De façon intéressante, l'inhibition de ZEB-1  

réduisait la chimiorésistance de nos modèles cellulaires chimiorésistants in vitro. Ces données 

suggèrent que l’acquisition d’une TEM est liée à la résistance à la gemcitabine des cellules cancéreuses 

pancréatiques.  
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Dans ce contexte, cibler les inducteurs de la TEM pourrait constituer une piste thérapeutique 

intéressante. Plusieurs stratégies thérapeutiques ont été proposées pour cibler différents facteurs 

impliqués dans la TEM. Certains auteurs ont mis en place des inhibiteurs ciblant les stimuli provenant 

du stroma tumoral qui induisent une TEM. Par exemple, des inhibiteurs d’HIF1α (Digoxin, PX‑478, 

PT2385 …) ont été élaborés et testés in vitro et in vivo avec des résultats encourageants (Wong et al., 

2012). Un grand nombre de médiateurs extracellulaires (cytokines, chimiokines ou facteurs de 

croissance) connus comme inducteurs de TEM ont fait l’objet d’inhibition pharmacologique. Parmi ces 

cibles, HGF, MET, Wnt, Frizzled, TGFβ et leurs récepteurs ont été neutralisés (Canadas et al., 2014; Wu 

et al., 2012; Guo et al., 2015; Bhola et al., 2013). L’inhibition de la TEM fait parfois intervenir des 

inhibiteurs ciblant les principales voies de signalisation comme PI3K/AKT/mTOR, SRC ou FAK (Puls et 

al., 2011; Lin et al., 2014; Infante et al., 2012). Cibler les répresseurs transcriptionnels pour inhiber la 

TEM est une autre approche thérapeutique. Azmi et al., ont montré que le GN-25 inhibait l’interaction 

entre Snail et p53, réduisant ainsi le phénotype de TEM et l’agressivité tumorale (Azmi et al., 2013). 

Ces résultats précliniques encourageants ont permis de mener des essais de phases I et II afin de tester 

plusieurs molécules ciblant un des intermédiaires impliqués dans le phénomène de TEM (Cho et al., 

2019).  

Le budding tumoral, le reflet d’une TEM histologique  

Le budding tumoral est un marqueur histologique qui a été décrit initialement dans le cancer 

colorectal. Il traduit l’existence de cellules tumorales isolées ou groupées en petits clusters 

essentiellement au front d’invasion (Hase et al., 1993). Le budding tumoral peut également s’observer 

au centre de la tumeur et caractérise différents carcinomes d’origine gastro-intestinale (Berg and 

Schaeffer 2018). Dans le cancer colorectal, l’impact pronostique péjoratif du budding tumoral justifie 

l’administration d’une chimiothérapie adjuvante après résection d’un cancer colorectal présentant ce 

marqueur histologique. De plus, sa détermination est fortement recommandée et doit figurée dans le 
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compte rendu anatomopathologique après résection d’un cancer colorectal (Koelzer et al., 2016; 

Compton et al., 2000).  

Il existe un parallélisme entre le budding tumoral et la TEM. En effet, il a été montré que les cellules 

constituant les buds (ou bourgeons) n’expriment pas les marqueurs épithéliaux mais présentent un 

marquage intense de β-caténine nucléaire (Coppola et al., 1998; Hörkkö et al., 2006). L'expression des 

facteurs de transcription ZEB-1 et ZEB-2 est également élevée dans les cellules en budding tumoral 

(Galván et al., 2015). Dans le cancer du pancréas, Chouat et al., ont montré une corrélation entre un 

budding tumoral de haut grade et une forte expression de la vimentine au sein de la tumeur (Chouat 

et al., 2018). Kohler et al., ont observé une réduction de l’expression de la E-cadhérine dans les cellules 

en Budding tumoral par rapport au centre de de la tumeur chez les patients avec un adénocarcinome 

du pancréas (Kohler et al., 2015). Ces données suggèrent qu’il existe une forte corrélation entre la TEM 

et le concept du budding tumoral même si ce lien semble plus évident pour les hauts grades de budding 

tumoral (Lawlor et al., 2019).  

L’impact pronostique du budding tumoral dans le cancer du pancréas a été rapporté dans de 

nombreuses études. Une méta-analyse récente portant sur 6 études a montré que les tumeurs avec 

un budding tumoral de haut grade étaient associées à des taux de survie plus faible (Lawlor et al., 

2019). Cette même étude a montré également que le risque de récidive était significativement plus 

élevé en cas de tumeur avec un haut grade de budding tumoral. De manière intéressante, Wartenberg 

et al., ont décrit une classification des cancers du pancréas à partir de données génomiques et 

immuno-phénotypiques dont le budding tumoral (Wartenberg et al., 2018). Les auteurs ont révélé que 

les tumeurs avec un budding tumoral de haut grade présentaient une faible infiltration en lymphocytes 

T et B et une fréquence accrue de mutations Smad4 et CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A).  

En plus d’être un marqueur pronostique, le budding tumoral est considéré comme un facteur prédictif 

de réponse à la chimiothérapie. Dans le cancer du rectum localement avancé, le budding tumoral est 

un facteur prédictif de réponse à la radio-chimiothérapie(Jäger et al., 2018). Les mêmes résultats ont 
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été obtenus dans le cancer de l’œsophage et le cancer colorectal métastatique (Miyata et al., 2009; 

Zlobec et al., 2010). 

Nos résultats d’analyse histologique sur pièces opératoires de patients opérés d’un cancer du pancréas 

ont montré une association entre le budding tumoral et des caractéristiques histologiques péjoratives. 

De plus, nos données ont montré une tendance entre la présence du budding tumoral et une 

surexpression de ZEB‐1. L’implication de la chimiothérapie dans le budding tumoral n’est pas bien 

connue. Une seule étude s’est intéressée à cette problématique chez des patients traités ou non par 

une chimiothérapie néoadjuvante par gemcitabine. Les auteurs n’ont pas observé de différence 

significative en terme d’expression de marqueurs de TEM entre le groupe traité ou  non traité par 

chimiothérapie néoadjuvante (Tajima et al., 2012). D’autres études sont nécessaires pour mieux 

comprendre l’implication de la chimiothérapie dans le budding tumoral.  

 

En conclusion, nos résultats confortent les données publiées sur l’implication de la TEM dans la 

chimiorésistance en s'intéressant à la chimiorésistance acquise à la gemcitabine des cellules 

cancéreuses pancréatiques. Les travaux permettant de comprendre les mécanismes de TEM et leur 

rôle dans la chimiorésistance semblent importants dans le cadre de la pathologie tumorale 

pancréatique au vu des nombreuses études montrant l'importance de la TEM dans la chimiorésistance 

du cancer du pancréas. Le budding tumoral est la traduction histologique d’une TEM initiée au front 

ou au centre de la tumeur permettant la progression tumorale. L’implication du budding tumoral dans 

la chimiorésistance du cancer du pancréas n’est pas encore élucidée.  
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Perspectives  
 

Nos résultats obtenus in vitro s’intègrent dans la thématique de recherche sur les mécanismes 

impliqués dans la chimiorésistance du cancer du pancréas de l’unité Inserm UMR-S 1172. Une 

approche translationnelle s’impose afin de confirmer les résultats obtenus précédemment et intégrer 

une partie clinique dans ce travail de recherche strictement fondamental jusqu’à maintenant. 

Etude des marqueurs de TEM avant et après traitement par chimiothérapie  

Ce projet est destiné aux patients avec un cancer du pancréas métastatique. L’objectif est de comparer 

le niveau d’expression des marqueurs de TEM  et du budding tumoral avant et après chimiothérapie.  

Il s’agit d’une étude pilote sans bras contrôle. Effectif attendu est estimé à 100 patients étant donné 

que le stade métastatique est le mode de révélation le plus fréquent du cancer du pancréas. 

Critères d’inclusion et d’exclusion 

L’étude sera menée de façon prospective au sein du CHU de Lille en collaboration avec les services de 

chirurgie digestives (Pr Pruvot, Pr Truant), d’oncologie médicale (Dr Turpin) et d’anatomopathologie 

(Pr Leteurtre, Dr Renaud) en coordination avec l’unité Inserm UMR-S 1172 (Dr Van Seuningen, Dr 

Vincent). Tout patient présentant un adénocarcinome du pancréas métastatique au niveau hépatique 

serait éligible à une inclusion dans l’étude. 

Après accord du patient, un prélèvement percutané d’une métastase hépatique sera réalisé sous 

anesthésie locale au cours d’une courte hospitalisation (48h). La biopsie sera réalisée avant tout 

traitement par chimiothérapie.  
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Les critères d’inclusion :  

• Adénocarcinome pancréatique confirmé histologiquement avec métastases hépatiques 

inaugurales sans traitement au préalable.  

• Métastases hépatiques accessibles à une biopsie percutanée  

• Absence de dilatation des voies biliaires intrahépatiques  

• Projet de chimiothérapie envisageable  

• Accord du patient après consentement éclairé 

Les critères d’exclusion :  

• Absence de métastases hépatiques  

• Lésions hépatiques non caractérisables, ou biopsie difficile  

• Absence de diagnostic certain d’adénocarcinome de la masse pancréatique 

• Patient altéré, non candidat à une chimiothérapie  

• Refus du patient 

Méthodologie anatomopathologique 

Le budding tumoral sera défini selon les recommandations de l’ITBCC (International Tumour Budding 

Consensus Conference) par la présence d’une cellule tumorale ou d’un cluster de 4 cellules tumorales 

au plus. Le budding tumoral peut être localisé au front d’invasion ou au centre de la métastase. 

L’évaluation du budding tumoral sera réalisé sur HES et gradé en :  

BD1 : 1 à 4 bourgeons  

BD2 : 5 à 9 bourgeons  

BD3 : ≥ 10 

L’évaluation du budding sera réalisée en aveugle par deux anatomopathologistes séniors.  
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L’immunomarquage de la E-cadhérine, vimentine, Snail-1, ZEB-1 et Twist sera réalisé sur toutes les 

pièces de biopsie. L’expression de ces marqueurs sera réalisée de façon semi-quantitative. 

Cette même méthodologie sera répétée après chimiothérapie chez les mêmes patients dont les 

métastases ont été prélevées initialement  afin d’évaluer le budding tumoral et les marqueurs de la 

TEM post-traitement.  

Protocole de l’étude  

Après accord du patient et signature du consentement, la biopsie d’une métastase hépatique sera 

réalisée sans retarder le début de la chimiothérapie. Après la fin d’une chimiothérapie de première 

ligne et réévaluation morphologique, une deuxième biopsie d’une cible hépatique sera réalisée.  

En plus des données anatomopathologiques, les informations cliniques (âge, sexe, antécédents, 

localisation tumorale, taux ACE et CA19-9, réponse histologique, réponse morphologique au scanner, 

survie globale, survie sans progression) seront recueillies de façon prospective. Les résultats seront 

analysés en étudiant :  

• La corrélation entre l’exposition à la chimiothérapie et l’émergence d’un budding tumoral 

(grade histologique et niveau d’expression des marqueurs de TEM). 

• La corrélation entre la réponse biologique (baisse du CA19-9) ou morphologique (réponse 

selon RECIST) après chimiothérapie et l’expression d’un phénotype de budding tumoral.  

Une demande de financement régional est en cours de rédaction.   

 

Etude de l’expression de ZEB-1 au niveau des marges de résection  

Plusieurs études cliniques montrent clairement qu’une marge de résection chirurgicale envahie est un 

facteur de mauvais pronostic chez les patients opérés d’un cancer du pancréas (Delpero et al., Ann 

Surg 2017, van Roessel et al, Ann Surg Oncol 2018). Les outils disponibles actuellement pour 
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l’évaluation extemporané des limites de résection présentent plusieurs limites (SurgiMab, CellVizio …). 

L’objectif de ce projet serait de redéfinir les marges de résection selon le niveau d’expression des 

marqueurs de TEM et surtout de ZEB-1. Une corrélation à la survie globale et sans récidive sera réalisée 

afin d’identifier l’impact pronostique de l’expression de ZEB-1 au niveau des marges par rapport à 

l’expression globale de ZEB-1 au niveau de la tumeur.   

Cette étude rétrospective sera réalisée au CHU de Lille en collaboration avec le service 

d’anatomopathologie et l’unité Inserm UMR-S 1172. Elle concerne uniquement les patients opérés 

d’un adénocarcinome pancréatique.  

Les critères d’inclusion :  

• Adénocarcinome pancréatique réséqué par DPC au CHU de Lille 

• Marges encrées  

• Suivi d’au moins 6 mois  

• Une résection microscopiquement complète (R0) 

Les critères d’exclusion :  

• DPC pour autres tumeurs péri-ampullaires 

• Marges non encrées ou marges non exploitables  

• Patients décédés en postopératoires pour complications 

• Patients ayant reçu un traitement néoadjuvant 

• Tumeurs borderlines ou localement avancées  

• Résections artérielles ou veineuses  

• Résection microscopiquement (R1) ou macroscopiquement (R2) incomplète 
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Marquage ZEB-1 au niveau de la marge veineuse  

Nous sélectionnerons pour chaque patient un bloc où la marge veineuse est identifiable (encre bleue). 

Nous réaliserons un prélèvement au niveau de cette marge veineuse afin d’évaluer l’expression de 

ZEB-1. Ce prélèvement sera réalisé au-delà de la distance définissant une marge négative (1mm).  

Les autres facteurs étudiés  

Les paramètres étudiés seront l’âge, le sexe, le taux de CA 19-9, les paramètres peropératoires, la 

mortalité à 90 jours, la morbidité, la durée d’hospitalisation (jours), la taille tumorale (mm), l’atteinte 

ganglionnaire, le statut des marges de résections, l’engainement périnerveux,  la réalisation d’un 

traitement adjuvant, la survenue d’une récidive et son type (locorégionale ou métastatique). 

L’impact clinique  

Les résultats de cet essai permettront de proposer une nouvelle définition des marges de résection en 

fonction de l’expression de ZEB-1 et d’identifier un nouveau marqueur pronostique.  

Une demande de financement sera réalisée. En cas d’effectif insuffisant, une collaboration avec 

d’autres centres sera envisagée. Ce travail, pourrait également faire l’objet d’un travail de thèse de 

médecine ou de master 2. 

 

Etude de la corrélation entre l’expression des marqueurs de TEM par les cellules tumorales 

circulantes (CTC) et la réponse à la chimiothérapie des patients avec un cancer du pancréas  

La TEM est considérée comme le processus à l’origine des CTC. Les données de la littérature suggèrent 

que l’expression des marqueurs de TEM par les CTC est corrélée à l’agressivité tumorale (Horimoto et 

al., J Transl Med 2018 ; Qi and al., Cancer Res 2018 ; Chen et al., Nature 2019). Il a été également 

rapporté une corrélation entre l’expression des marqueurs de TEM par les CTC et la réponse aux 

traitements dans de nombreux cancers (Horimoto et al., J Transl Med 2018). 
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L’objectif de ce travail serait d’étudier la corrélation entre l’expression de marqueurs de TEM (E-

cadhérine, vimentine, Snail, ZEB-1) par les CTC et la réponse à la chimiothérapie. Les résultats de ce 

travail permettront de déterminer si l’expression de certains marqueurs de TEM par les CTC serait 

prédictive de la réponse à la chimiothérapie.  

Population de l’étude :   Patients avec un diagnostic confirmé d’adénocarcinome pancréatique non 

résécable d’emblé (borderline ou localement avancé) ou métastatique.  

Méthodologie d’isolement : Nous utiliserons la méthode CellSearch®. Le prélèvement de sang 

périphérique est suivi d’une étape de capture immunomagnétique et d’un enrichissement par 

sélection positive des cellules exprimant EpCAM (epithelial cell adhesion molecule), un marqueur 

spécifique des cellules épithéliales. Les anticorps anti-EpCAM sont couplés à des billes magnétiques. 

Les cellules tumorales circulantes seront détectées et isolées par le dispositif grâce à un champ 

magnétique attirant les cellules épithéliales marquées. Par immunofluorescence, un microscope 

fluorescent couplé à un logiciel permet ensuite la lecture automatique et le décompte des cellules 

tumorales circulantes. 

Plan d’analyse : Les prélèvements seront réalisés avant le début de la chimiothérapie. La réponse à la 

chimiothérapie sera évaluée selon un score comprenant des données cliniques (prise de poids, score 

OMS …), biologique (CA19-9) et scanographique (critères RECIST). Une corrélation avec la survie 

globale et sans progression sera également réalisée.  

Les résultats de cette étude nous permettront de mieux comprendre le rôle des CTC exprimant les 

marqueurs de TEM dans la réponse à la chimiothérapie. En cas d’impact péjoratif, cet outil pourrait 

être utilisé dans un premier temps comme un marqueur prédictif à la réponse à la chimiothérapie. Cela 

nous permettra de renforcer la surveillance chez les patients à haut risque de chimiorésistance précoce 

afin de changer rapidement de ligné de chimiothérapie et éventuellement d’adapter la chimiothérapie 

en fonction du profil du patient en terme de niveau d’expression des marqueurs de TEM des CTC.  
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D’autres études cliniques sont en cours :  

Essai caPaLong  (Cohorte inter-régional de Long survivants au cancer du pancréas) 

Objectif de la recherche :  Certaines équipes ont déjà suivi cette idée de travailler sur les patients longs 

survivants en les comparant à des patients ayant une survie courte (Balachandran et al., Nature 2017 

;Jung et al., Pancreas 2014 ; Molin et al ., Clin Cancer Res 2015 ; Shin et al., Pancreas 2014 ; Kardosh et 

al., Pancréas 2018 ; Ahola et al., Pancréatology 2017 ; Sinn et al., J Surg Oncol 2013) . 

Un jeune âge, une prise en charge dans un centre spécialisé, un faible stade TNM, une bonne 

différenciation tumorale, une prise en charge par chimiothérapie adjuvante étaient associés à une 

longue survie à partir de l’analyse des données du registre du cancer de la population américaine 

californienne (Kardosh., Pancréas 2018). A partir des données d’une étude nationale finlandaise, les 

patients opérés d’un adénocarcinome du pancréas et longs survivants pouvaient présenter un stade 

tumoral élevé (T3) et des métastases ganglionnaires (N1) ce qui suggérait que ces éléments du stade 

TNM étaient parfois insuffisants pour définir le pronostic à long terme de ces patients (Ahola., 

Pancréatology 2017). De même, les résultats de Shin et al, soulignaient le manque de spécificité de 

critères histopronostiques classiques tels que la différenciation tumorale, les invasions lymphatiques, 

les engainements périnerveux, les métastases ganglionnaires pour identifier les patients longs 

survivants d’un adénocarcinome du pancréas (Shin et al., Pancreas 2014). Dans une autre étude, le 

faible grade tumoral, la petite taille de la tumeur, l’absence de métastase ganglionnaire, la prise en 

charge thérapeutique active étaient rattachés au statut de long survivant (Sinn et al., J Surg Oncol 

2013). Une série Koréenne portant sur des patients atteints d’un adénocarcinome du pancréas 

inopérable identifiait un bon état général et un faible taux sérique de Ca19-9 comme marqueurs de 

bon pronostic chez des patients porteurs d’un adénocarcinome localement avancé, tandis qu’un jeune 

âge, un faible taux sérique de Ca19-9, un bon état général, des métastases péritonéales, un taux 

sérique plus élevé d’albumine comme marqueurs de bon pronostic chez des patients porteurs d’un 

adénocarcinome métastatique (Jung et al., Pancreas 2014). Le séquençage de l’exome portant sur les 
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mutations somatiques de l’adénocarcinome du pancreas ne permettait pas d’expliquer une très longue 

survie (plus de 10 ans) (Molin et al., Clin Cancer Res 2015). Balachandran et al. ont mis en évidence 

une association entre une survie longue, une réaction immune T et un taux élevé de néoantigènes 

(reliés à MUC16 en particulier) pour les adénocarcinomes du pancréas (V P Balachandran. Nature 

2017).  

Un travail de Thèse de Médecine réalisé dans notre service par le Dr Marie Jeanneau, sous la direction 

du Dr Florence Renaud en collaboration avec le Dr M El Amrani et le Pr S Truant, a mis en évidence un 

impact pronostique péjoratif du budding tumoral dans l’adénocarcinome du pancréas en analyse 

multivariée. Le budding tumoral est le reflet de la transition épithélio-mésenchymateuse (selon ITBCC 

– Lugli et al., Mod Pathol 2017). 

Notre projet est particulièrement innovant puisqu’aucune équipe n’a analysé avec précision les 

caractéristiques microscopiques du stroma, du budding tumoral ni l’expression des mucines au sein 

des adénocarcinomes du pancréas, en utilisant une approche comparative de patients longs 

survivants/patients ayant une survie courte. Au-delà de données générales telles que le stade TNM, la 

différenciation du cancer, la qualité de la résection, la présence d’emboles vasculaires, la présence 

d’engainements périnerveux, notre objectif est ainsi d’analyser en profondeur plusieurs 

caractéristiques des adénocarcinomes excrétopancréatiques du pancréas accessibles en microscopie 

conventionnelle et en immunohistochimie: la présence de nécrose, la richesse en cellules tumorales, 

le budding tumoral reflet de la transition épithélio-mésenchymateuse, le type de stroma, l’abondance 

du stroma, la présence d’un stroma inflammatoire, la nature de l’infiltrat inflammatoire, le mode de 

répartition et la topographie de l’infiltrat inflammatoire au sein du cancer, l’immunophénotype de 

l’infiltrat inflammatoire en immunohistochimie, l’expression en immunohistochimie des mucines 

MUC1, MUC5AC, MUC4, MUC16, de la mésothéline, de la p53, du Ki67 (MIB1) et des marqueurs de 

sous-types agressifs identifiés par des études de transcriptome en particulier le sous type moléculaire 

« basal-like ». 
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Population concernée : Patients opérés d’un cancer du pancréas (adénocarcinome excréto-

pancréatique conventionnel).  

Méthode d’observation : Il s’agit d’une recherche non interventionnelle, multicentrique régionale, 

évaluant de manière rétrospective et prospective l’influence des paramètres cliniques et 

anatomopathologiques (TEM) sur la survie prolongée de patients atteints d’Adénocarcinome du 

pancréas opérés entre 2001 et 2016.  Origine et nature des données nominatives recueillies : Données 

médicales anonymisées, recueillies dans les services cliniques de Chirurgie, d’Oncologie et d’Anatomie 

Pathologique.  

Durée et modalités d’organisation : Durée 4 ans, type multicentrique (CHU Lille, CHU Amiens, CHU 

Caen, CHU Rouen).  

Méthode d’analyse des données : Les analyses statistiques seront réalisées à l’aide du logiciel SAS 

(version 9.4 ou supérieure) et conduite à la plateforme d’aide méthodologique du CHU de Lille sous la 

responsabilité du Pr A. Duhamel.Tous les tests statistiques seront bilatéraux avec un risque de 

première espèce de 5%. Pour répondre à l’objectif principal, les liens entre les marqueurs histologiques 

et la survie prolongée seront étudiés à l’aide de modèle linéaire mixte généralisé, permettant de tenir 

compte de l’appariement. Pour les variables quantitatives, l’hypothèse de loglinéarité sera évaluée en 

utilisant des fonctions splines cubiques. L’odds-ratio (cas vs. témoins) et son intervalle de confiance à 

95% sera estimé pour chaque marqueur histologique comme mesure de taille d’effet. Les variables 

associées en analyses bivariées (P<0.20) seront inclus dans un modèle linéaire mixte généralisé 

multivariée. La colinéarité entre les variables candidates sera examinée par le calcul du facteur 

d’inflation de la variance (VIF, variance inflation factors). La simplification du modèle multivariée sera 

effectuée par une procédure de sélection pas à pas descendante au niveau de significativité de 0,05. 

Justification du nombre de sujets ou analyse de puissance : D’après les données du service, il sera 

possible d’inclure entre 50 et 100 patients avec une survie prolongée. Il n’existe pas de consensus pour 

calculer un nombre de sujets nécessaires basé sur des hypothèses statistiques pour ce type d’analyse. 
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En considérant les règles de Concatto et Peduzzi, il sera possible d’inclure 5 à 10 variables 

indépendantes dans l’analyse multivariée, en considérant l’heuristique de disposer d’au moins 10 

sujets par variables indépendantes étudiée. 

 

Conclusion générale  

L’ensemble de ces travaux permettront de mieux appréhender la problématique de la 

chimiorésistance du cancer du pancréas selon une approche translationnelle. Nous portons, à travers 

ces travaux, un intérêt majeur à l’implication de la TEM dans la chimiorésistance du cancer du 

pancréas. Nous poursuivrons ces recherches dans l’unité dans le cadre de cette collaboration entre 

cliniciens et chercheurs qui semble consolidé par de nombreuses publications communes.  
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Appendice technique  
 

1. Lignées cellulaires  
 

Toutes les lignées cellulaires ont été authentifiées par le profilage court de la séquence répétée en 

tandem (STR) d’ADN.  

A. Lignée BxPC-3  
 

Les cellules BxPC-3 (ATCC, CRL-1687) sont issues d’une biopsie d’un adénocarcinome pancréatique 

moyennement différencié localement avancé non métastatique situé dans le corps du pancréas d’une 

patiente de 61 ans. Sur un plan phénotypique, ces cellules présentent des caractéristiques de cellules 

épithéliales mais restent très invasives. Sur le plan génétique, plusieurs mutations ont été décrites 

dont celles de p53, de p16 et de Smad4 (entrainant la perte de leur expression protéique), mais de 

façon atypique, aucune mutation du gène K-ras n’a été retrouvée.  

B. Lignée Capan-2 
 

Ces cellules proviennent d’une biopsie d’un adénocarcinome bien différencié de la tête du pancréas 

d’un patient de 56 ans. La tumeur a été réséquée par DPC et le patient a reçu une chimiothérapie 

adjuvante. Ces cellules présentent une morphologie épithéliale et forment des tumeurs bien 

différenciées lorsqu’elles sont injectées à des souris immunodéprimées. Les cellules Capan-2 sont 

mutées K-ras et expriment des taux élevés d’EGFR. Contrairement aux BxPC-3, les Capan-2 ne sont pas 

mutées p53, p16 ni Smad4 (Deer et al., 2010). 

C. Lignée Panc-1 
 

Les cellules Panc-1 (ATCC CRL-1469) sont issues d’un adénocarcinome de la tête du pancréas d’un 

patient caucasien de 56 ans. Les Panc-1 ont un phénotype intermédiaire mais gardent une 

morphologie épithéliale. Elles ne sont pas mutées Smad4 mais présentent une mutation p53 et p16 

(Lieber et al., 1975; Deer et al., 2010).  
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D. Lignée MiaPaca-2  
 

Les cellules MiaPaca-2 sont issues d’un adénocarcinome du pancréas peu différencié chez un patient 

de 65 ans. Elles sont peu cohésives et de morphologie fusiforme (Yunis et al., 1977). Elles sont mutées 

K-ras mais non mutées Smad4 (Deer et al., 2010).  

2. Culture cellulaire  
 

Les cellules sont cultivées en condition stérile dans une atmosphère humide à 37 °C enrichie en CO2 

(5 %). Les milieux de culture sont : le RPMI 1640 (pour les cellules BxPC-3),  le DMEM (pour les cellules 

Panc-1 et MiaPaca-2) et le McCoy’s 5A (Capan-2) enrichis avec 10 % (v/v) de sérum de veau foetal (SVF) 

décomplémenté (Gibco), 1% de L-glutamine (Gibco) et 0,5% de pénicilline-streptomycine (Gibco). Afin 

de générer les lignées chimiorésistantes, les cellules ont été ensemencées dans un support de culture 

de 25 cm2 (T25) et cultivées pendant 48 heures. Ensuite, le milieu de culture est remplacé par un milieu 

contenant de la gemcitabine à la concentration de 10−9 M. Les cellules ont été maintenues sous 

pression de la chimiothérapie par gemcitabine pendant plusieurs semaines. La procédure a ensuite été 

répétée en augmentant progressivement les concentrations de gemcitabine jusqu'à ce que les cellules 

résistantes présentent des modifications morphologiques et/ou phénotypiques par rapport aux 

cellules parentales. Les cellules chimiorésistantes ont été stabilisées aux concentrations de 5 × 10−8 M 

pour Panc‐1 (Gem‐Panc‐1), 10−8 M pour MiaPaca‐2 (Gem‐MiaPaca‐2), 10−8M pour Capan‐2 (Gem ‐ 

Capan‐2) et 10−7M pour les Cellules BxPC-3 (Gem-BxPC-3). Le milieu de culture est changé toutes les 

48 heures et un passage est réalisé lorsque les cellules atteignent une confluence proche de 80 %. Pour 

cela, les cellules sont incubées en présence d’une solution de trypsine (0,05%) et d’EDTA (0,02%), 

pendant 5 minutes à 37 °C après lavage du tapis cellulaire avec une solution tampon saline de 

phosphate 1X selon Dulbecco (Dulbecco’s phosphate buffer saline, D-PBS). Une fois le tapis cellulaire 

décollé, la trypsine est neutralisée avec du milieu de culture complet pour un volume final de 10 ml. 

La suspension cellulaire est transférée dans un tube à centrifuger, centrifugée (5 min, 500 x g) pour 

éliminer le surnageant contenant la trypsine neutralisée. Le culot est repris dans 5 ml de milieu de 
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culture et une numération cellulaire est réalisée sur cellule de Malassez après coloration au bleu de 

trypan. Le culot cellulaire est repris avec du milieu standard, le volume nécessaire de suspension 

cellulaire pour l’obtention d’un ensemencement à 0,2 million de cellules par T25 est déposé dans le 

flacon de culture contenant déjà le milieu de culture conditionné. 

3. Test de viabilité cellulaire  
 

Nous avons utilisé une plaque 96 puits avec un ensemencement à 10 000 cellules par puit. Après 24 

heures d’incubation, les cellules sont traitées par une gamme de chimiothérapie (1 nM ‐ 10 μM) en 

présence et en absence d’inhibiteurs pendant 72 heures. Le test de viabilité cellulaire repose sur 

l’utilisation d’un test colorimétrique avec le sel de tétrazolium (MTT, Sigma-Aldrich) à 0,5 mg/m. La 

durée d’incubation avec le MTT varie selon le type cellulaire. Le MTT va être métabolisé par les 

succinates déshydrogénases mitochondriales en cristaux violets de formazan ; qui sont ensuite 

solubilisés dans 100 μL diméthylsulfoxyde (DMSO). L’absorbance à 570 nm est mesurée par 

spectrophotométrie. 

4. Inhibiteurs pharmacologiques  
 

Les cellules sont ensemencées dans une plaque 6 puits à raison de 200 000 cellules par puits. À 70 % 

de confluence, les cellules sont traitées pendant 24 h par un inhibiteur pharmacologique avec une 

condition contrôle utilisant le solvant dans lequel l’inhibiteur a été solubilisé (DMSO). L’action  de 

l’inhibiteur U0126 à 10 μM (InvivoGen) a été testée. Suite au traitement, les cellules sont lysées afin 

de récupérer les ARN et/ou les protéines. 

5. Analyse de l’expression des transcrits  
 

5.1. Extraction d’ARN 
 

L’extraction des ARN est réalisée à l’aide du kit NucleoSpin® RNA II (Macherey-Nagel) en respectant 

les instructions du fournisseur. À 80 % de confluence, le tapis cellulaire est lavé avec du D-PBS 1X puis 
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lysé avec 350 μl de la solution RA1 et 3,5 μl de β-mercaptoéthanol, pendant 5 minutes. Le lysat 

cellulaire est ensuite récupéré pour être traité de suite ou conservé à -80 °C. 

Le lysat cellulaire est d’abord filtré sur une colonne à 11 000g pendant 1 min. Un volume équivalent 

d’éthanol 70% est ajouté permettant la précipitation des acides nucléiques puis une centrifugation à 

11 000g, sur une colonne contenant une membrane silice, est réalisée pendant 30s. La colonne est 

rincée avec une solution MBD avant ajout de 95 µl de DNAse recombinante diluée au 10ème suivi d’une 

incubation à température ambiante pendant 15 min. La colonne est ensuite lavée et l’ARN élué avec 

un volume de 50 μl d’eau RNAase free, puis conservé à -80 °C.   

le dosage des ARN est réalisé à l’aide d’un spectrophotomètre (UV-visible) de type NanoDrop (Thermo 

Scientific). 

5.2. Rétro-transcription : synthèse d’ADN complémentaire (ADNc) 
 

Une quantité d’un μg d’ARN totaux est repris dans un volume final de 14 μl d’H2O RNAse free , puis est 

incubé pendant 5 min à 70 °C en présence de 1 μl d’oligod(T)15 (Promega) qui va s’hybrider avec la 

queue poly A des ARNm. Le mélange réactionnel nécessaire à la reverse transcription (dNTP, M-MLV 

rétrotranscriptase et son tampon) est ensuite ajouté et incubé 1 h à 42 °C puis 5 min à 94 °C. Les ADNc 

sont dilués par ajout de 60 μl d’H2O RNAse free puis conservés à -80 °C. 

5.3. qPCR 
 

Cette technique de PCR quantitative permet de quantifier les variations d’expression d’un gène, en 

suivant cycle après cycle l’amplification des ADNc grâce à l’intensité de fluorescence émise par le l’ 

EvaGreen. Cette molécule est un fluorophore, qui une fois intégrée dans la double hélice d’ADN, émet 

une fluorescence détectable, proportionnelle à la quantité d’ADN synthétisé. 

L’amplification des ADNc est réalisée avec le kit SsoFastTM EvaGreen® Supermix (Bio Rad), contenant 

l’ADN polymérase, les dNTP, le tampon de réaction et le fluorochrome EvaGreen. 
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L’amplification est réalisée dans une plaque 96 puits en triplicate. Dans chaque puits, 10 μl de 

SsoFastTM EvaGreen® Supermix (Bio Rad), 6 μl d’eau RNAse free, 1 μl d’amorce (Eurogentec) sens à 5 

μM, 1 μl d’amorce anti-sens à 5 μM et 2 μl d’ADNc sont déposés. Après homogénéisation de la solution 

dans chaque puits, la plaque est disposée dans l’appareil C1000 Thermo Cycler® (Bio Rad), le protocole 

(Température de fusion, nombre de cycle, durée de chaque étape...) étant défini au préalable en 

fonction des amorces utilisées. 

Les cibles étudiées sont amplifiées à l’aide d’amorces spécifiques décrites dans le tableau 9. 

              Tableau 9 : Liste des primers utilisés  

 

 

 

 

 

 

A la fin de la réaction d’amplification, un contrôle de qualité est réalisé : la courbe de fusion (Melt 

Curve). A la fin du dernier cycle d’amplification, la température passe de 60 °C à 95 °C, par paliers de 

0,5 °C toutes les 2 secondes. Ce contrôle permet de vérifier l’existence d’un seul type d’amplicon, et 

donc de confirmer la spécificité des amorces utilisées. 

5.4. Interprétation des résultats  
 

Pour chaque puits, on obtient une valeur appelée Cycle Threshold (Ct), qui correspond au nombre de 

cycles au-delà duquel la fluorescence émise franchit la valeur seuil du bruit de fond. L’interprétation 

des résultats se fait par le calcul de la différence (ΔCt) entre la valeur Ct du gène d’intérêt et la valeur 

Ct du gène de ménage (GAPDH) pour chaque puits. Puis pour chaque échantillon, la différence (ΔΔCt) 

Gène Séquence sens Séquence anti-sens 

E-cadhérine CAGCACGTACACAGCCCTAA ACCTGAGGCTTTGGATTC 

Vimentine AGTCCACTGAGTACCGGAGAC CATTTCACGCATCTGGCGTTC 

Occludine TCCAAGTGCCGAAAAAGGAAG CGAGTTCTGAGCTTTCAAGGT 

Snail TCGGAAGCCTAACTACAGCGA TAGAGGGTCACCGCGTCTAT 

ZEB-1 CAGCTTGATACCTGTGAATGGG TATCTGTGGTCGTGTGGGACT 

GADPH CCACATCGCTCAGACACCAT CCAGGCGCCCAATACG 
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entre le ΔCt de l’échantillon d’intérêt et le ΔCt de l’échantillon témoin est calculée. La différence 

d’expression d’un gène donné est donc exprimée en nombre de fois par rapport à la population 

contrôle selon la formule 2-ΔΔCt. 

6. Analyse protéique  
 

6.1. Extraction protéique  
 

Les lysats protéiques sont réalisés à partir de tapis cellulaire ayant atteint 70 % de confluence. Après 

lavage au D-PBS 1X, les cellules sont lysées avec une solution tampon (Tris-HCl 20mM, NP40 1 %, 

Glycérol 10 %, EDTA 2mM, orthovanadate 1mM, Aprotinin 10 μg/mL, leupeptin 10 μg/mL, pepstatine 

10 μg/mL). Le lysat est centrifugé à 4 °C (5000 g, 10 minutes), afin de séparer le surnageant contenant 

les protéines du culot contenant les débris cellulaires. Les lysats sont ensuite conservés à –80 °C.  Le 

dosage protéique est ensuite réalisé par méthode colorimétrique utilisant l’acide bicinchoninique 

(dosage BCA) (Pierce BCA Protein Assay Kit), selon les instructions du fabriquant. Les concentrations 

sont déterminées par mesure d’absorbance par rapport à une gamme étalon de concentrations 

croissantes en sérumalbumine bovine (BSA). 

6.2. Western blot  
 

L’analyse électrophorétique est réalisée en gel de polyacrylamide précoulés commerciaux (Invitrogen) 

de type Tris-Acétate (3-8%) ou Bis-Tris (4-12%) (NuPAGE® Novex®) selon la masse moléculaire des 

protéines d’intérêt. 

Le transfert des protéines sur une membrane de nitrocellulose est réalisé par électrotransfert à l’aide 

d’un kit de transfert iBlot pendant 7 min (iBlotTM Dry Blotting System, Invitrogen). Après 2 heures de 

saturation des sites non spécifiques dans une solution de TBST (Tris-Buffered Saline Tween 20) 

contenant 5% de lait, la membrane est incubée sur la nuit à 4 °C dans une solution contenant 

l’anticorps primaire, dirigé contre la protéine d’intérêt, dilué dans du lait ou de la BSA à 5 %. Les 

anticorps primaires utilisés sont détaillés dans le tableau 10.  
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Le lendemain, la membrane est lavée 3 fois au TBST 1X, puis incubée pendant une heure avec 

l’anticorps secondaire adapté (souris ou lapin) couplé à la peroxydase de raifort (Horseradish 

Peroxydase, HRP, diluée au 1/5000). 

La révélation des complexes protéines/anticorps primaire/anticorps secondaire est réalisée à l’aide du 

kit West Pico SuperSignal® (Thermo Scientific) et du logiciel LAS 4000.  

 

         Tableau 10 : Liste des anticorps primaires utilisés  

 

 

 

Cible Secondaire Poids moléculaire (kDa) Dilution Référence (Fournisseur) 

E-Cadhérine Lapin 135 1/1000 4065 (Cell Signaling) 

Vimentine Souris 57 1/500 NCLIVMV9 (Novocastra) 

Erk (p42-44) Lapin 42-44 1/500 9102 (Cell Signaling) 

Phospho Erk Lapin 42-44 1/500 43775 (Cell Signaling) 

Snail Lapin 29 1/1000 sc-28199 (Santa Cruz) 

ZEB-1 Lapin 200 1/500 3396 (Cell Signaling) 

MET Lapin 145 1/1000 4560 (Cell Signaling) 

Phospho-MET LapIN 145 1/1000 4560 (Cell Signaling) 

Phospho-mTor Lapin 289 1/1000 2971 (Cell Signaling) 

mTor Lapin 289 1/1000 2971 (Cell Signaling) 

Occludine Lapin 60-82 1/1000 sc-133256 (Santa Cruz) 
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7. Etude de l’invasion cellulaire  
 

L’invasion des cellules tumorales pancréatiques d’une matrice de collagène de type I a été réalisée en 

utilisant le système Incucyte®. Les cellules sont ensemencées à 50 000 cellules par puits dans une 

plaque 96 puits, préalablement coartée avec 40ul de collagène et incubées à 37 °C sous 5 % de CO2 

jusqu’à confluence. Les blessures sont réalisées manuellement à l’aide de l’outil 96-Well WoundMaker 

(EssenBio) qui permet d’effectuer une blessure d’une grande reproductibilité dans tous les puits. En 

cas d’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques ou de siRNA, ces derniers sont dilués à la fois dans le 

collagène et dans le milieu de culture (Figure 43). 

La plaque est disposée dans l’incubateur et des photographies de chaque puits sont prises toutes les 2 

h pendant 40 h, à l’aide du logiciel Incucyte Plate Map Editor. Les tailles des blessures sont alors 

mesurées permettant d’établir le pourcentage de fermeture des blessures au cours du temps.  
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Figure 43 : Protocole d’invasion cellulaire sur collagène de type 1 sur Incucyte® selon Essen 
BioScience 

 

8. Invalidation transitoire de gènes par si-RNA 
 

L’inhibition de l’expression de la protéine ZEB-1 dans les cellules chimiorésistantes a été realisée en 

utilisant un mélange de 4 siRNAs (Dharmacon) qui ciblent l’ARNm de ZEB-1 (si-RNA smartpools ON-

TARGETplus® composé) . Les siRNA sont préalablement solubilisés dans la solution du tampon fournie 

à la concentration de 20μM puis aliquotés à 5 μM dans du tampon siRNA buffer 1X. La transfection est 

réalisée lors du repiquage des cellules en utilisant l’agent de transfection (DharmaFECT®4), dans un 

milieu sans antibiotiques afin de maximiser le résultat de la transfection. Le volume de chaque 

composant est précisé dans le tableau 11.  
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 Tableau 11 : Le volume pour un puit des différents réactifs utilisés pour l’invalidation par siRNA 

 

Les tubes contenant le siRNA et le DharmaFECT4 sont constitués séparément puis incubés 5 min à 

température ambiante avant d’être regroupés et le mélange est incubé pendant 20 min à température 

ambiante. 

Les cellules transfectées sont incubées 48 h pour garantir une efficacité de transfection optimale avant 

de réaliser l’extraction d’ARN, de protéines, ou d’effecteur une mesure de la sensibilité aux drogues 

ou des capacités d’invasion.  

 

9. Microscopie confocale  
 

Les cellules sont ensemencées sur des lames en verre à 8 puits de type Lab-Tek (Nunc®) à raison de 10 

000 cellules par puits. A 50 % de confluence, le tapis cellulaire est lavé à 3 reprises avec du D-PBS 1X 

(contenant du CaCl2 et du MgCl2). Les cellules sont ensuite fixées par incubation avec du 

paraformaldéhyde (PFA) à 3 % dans le PBS 1X durant 20 min à 4 °C et dans l’obscurité. Le groupement 

aldéhyde du PFA est ensuite neutralisé par une solution de NH4Cl à 50 mM en PBS 1X durant 20 min à 

température ambiante. La perméabilisation membranaire est effectuée avec une solution de saponine 

à 0,2 %, Triton 100X à 0,05 % en PBS 1X, durant 20 min à température ambiante. La saturation des sites 

non spécifiques est ensuite réalisée par utilisation d’une solution de saponine 0,2 %, Triton 100X 0,05 

% et BSA 1 % durant 20 min à température ambiante. Cette solution est utilisée lors des incubations 

avec l’anticorps primaire, secondaire, la phalloïdine/Texas Red ou le DAPI. 

Support DharmaFECT4 siRNA (5μM) Milieu du Mix Suspension cellulaire 

Plaque 6 puits 4 μl 10 μl 0,4 ml 1,6 ml 

Plaque 96 puits 0,2 μl 0,5 μl 20 μl 80 μl 
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 L’incubation avec les anticorps primaires dilués au 1/150 dans la solution de saponine/Triton/BSA, se 

déroule sur la nuit, dans  l’obscurité et à température ambiante (Tableau 12). 

 

 Tableau 12 : Liste des anticorps utilisés en microscopie confocale  

 

Le lendemain, le tapis cellulaire est lavé 3 fois avec du PBS 1X, puis est incubé avec l’anticorps 

secondaire couplé à un fluorochrome, le fluorescein isothiocyanate (FITC), dans l’obscurité durant 1 h 

30 à température ambiante. Après 3 lavages, les cellules sont mises en contact avec la phalloïdine 

(marquage du cytosquelette d’actine) puis le DAPI (marquage du noyau) pendant 20 min (Tableau 13). 

Tableau 13 : Anticorps couplés à un fluorochrome utilisé en microscopie confocale 

 

Enfin, les lamelles sont montées à l’aide du milieu de montage Mowiol (Mowiol, glycérol, Tris-HCl). Les 

lames en verre sont conservées à 4 °C à l’abri de la lumière jusqu’à leur analyse sur le microscope 

confocal (Zeiss LSM 710) de la plateforme de l’Institut Fédératif de Recherche (IFR114)/Institut de 

Médecine Prédictive et de Recherche (IMPRT). 

 

10. Immunohistochimie 
 

Cible Dilution Espèce 
Référence 

(Fournisseur) 

E-Cadhérine 1/200 lapin 4065 (Cell Signaling) 

Vimentine 1/200 lapin 5741 (Cell Signaling) 

ZEB-1 1/200 lapin 3396 (Cell Signaling) 

Cible Fluorochrome Dilution Référence 
(Fournisseur) 

Phalloïdine Texas Red® 1/50 T7371 (Invitrogene) 

IgG de souris Alexa Fluor® 488 1/200 I11029 (Invitrogene) 

IgG de lapin Alexa Fluor® 488 1/200 A11034 (Invitrogene) 
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Les patients ont été identifiés à partir d’une base de données du département de chirurgie digestive 

et transplantation du CHU de Lille. Ces patients ont été inclus dans un protocole local de traitement 

néoadjuvant par chimiothérapie ou radiochimiothérapie néoadjuvante chez des patients avec un 

cancer du pancréas borderline ou localement avancé. Les blocs de paraffine de tous les patients ont 

été désarchivés à l’institut de pathologie du CHU de Lille et une lame représentative de la tumeur était 

sélectionnée. Des lames de 4 µm d’épaisseur ont été utilisées pour les marquages 

d’immunohistochimie.  

Les lames ont été immunomarquées avec les anticorps anti-cytokératine AE1/AE3 (DAKO-M3515; 

1/100), vimentine (Cell Signaling-5741; 1/200), E-cadhérine (Cell Signaling-4065; 1/200) et ZEB1 (Cell 

Signaling-3396; 1/200). L’ensemble des lames était déparaffiné puis réhydraté. La désactivation des 

peroxydases endogènes était réalisée par l’eau oxygénée pendant 4 minutes. L’anticorps primaire est 

incubé sur une nuit à 4°C puis avec l’anticorps secondaire. La révélation utilise le kit ultraview Universal 

DAB Detection (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA) en utilisant un anticorps secondaire couplé 

à un fluorochrome. Les lames ont été contre-colorées avec de l'hématoxyline. La spécificité était 

vérifiée en effectuant une coloration contrôle en l'absence d’anticorps primaire et un contrôle positif  

sur un tissu exprimant fortement la protéine cible.  

L’expression de ZEB-1 a été gradée selon le score suivant : forte expression (ZEB-1 > 10%), faible 

expression (ZEB-1 ≤ 10%) sur l’ensemble de la tumeur. Pour cela, 5 zones représentatives de la tumeur 

ont été sélectionnées permettant de calculer une moyenne du score d’expression de ZEB-1.  

Le budding tumoral a été défini par la présence de cellules ou d’amas de cellules isolées au front 

d’invasion, détachées de la tumeur principale. L’évaluation du budding tumoral a été réalisée par un 

anatomopathologiste sénior. En absence d’une méthode standardisée, l’évaluation du budding 

tumoral a été réalisée visuellement en analysant plusieurs champs.  

11. Analyse statistique  
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Les analyses statistiques ont été effectuées à l’aide du logiciel GraphPad Prism 4® (GraphPad Software 

Inc). Les données in vitro ont été exprimés en moyenne ± écart type. La différence entre deux 

moyennes de deux échantillons est analysée par le t test de student ou par le test de ONE WAY ANOVA 

pour une analyse de plus de deux échantillons avec un paramètre ou le test de TWO WAY ANOVA pour 

plus de deux échantillons avec deux paramètres. Une p-value est considérée comme significative si 

inférieure à 0,05 ; lorsque la différence est significative, elle est signalée par le symbole *, par le 

symbole ** si p < 0,01 et *** si p < 0,001. 
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