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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 

Avant-propos 

L’adénocarcinome canalaire pancréatique (ADKP) reste à ce jour une impasse thérapeutique majeure, 

avec un taux de survie à 5 ans d’environ 10%. Ce mauvais pronostic est le résultat d’un diagnostic 

souvent tardif, d’un potentiel métastatique élevé et de l’échec des thérapies conventionnelles. L’étude 

des mécanismes d’initiation, de transformation et de progression tumorale du pancréas exocrine 

constitue donc un enjeu majeur pour identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. Mon projet de thèse 

s’est inscrit dans cette perspective.  

Afin de situer le contexte de mon doctorat, cette introduction sera subdivisée en 3 parties, en débutant 

par i) une description de la physiologie et des pathologies du pancréas, puis en décrivant ii) la voie de 

signalisation du TGF-β et ses rôles physiologiques, et enfin iii) la dualité fonctionnelle du TGF-β dans 

les adénocarcinomes pancréatiques.  

I- Le pancréas : aspects physiologiques et pathologiques

a. Anatomie et physiologie pancréatique (ADKP)

i. Morphogenèse et anatomie générale du pancréas

Chez l’Homme, le pancréas trouve son origine dans l’endoderme de l’intestin antérieur, par la formation 

d’un bourgeon dorsal et d’un bourgeon ventral à partir de la 4ème semaine de développement 

embryonnaire. Les ébauches pancréatiques se développent et fusionnent au cours de la 7ème semaine de 

développement embryonnaire pour former le pancréas définitif. Les îlots de Langerhans se développent 

à partir de la 10ème semaine et deviennent fonctionnels à partir du 5ème mois de développement 

embryonnaire (Encha-Razavi and Escudier, 2010; Pandol, 2010a).  

Le pancréas est un organe profond situé dans la cavité abdominale qui appartient au système gastro-

intestinal. Il est situé en arrière de l’estomac, en avant du rachis lombaire (L1-L2), entre le duodénum 

et la rate, et possède une forte proximité avec l’aorte abdominale et la veine cave.  

Le pancréas est irrigué par les artères pancréatico-duodénales, les branches de l’artère splénique et de 

l’artère mésentérique supérieure. Le retour sanguin se réalise par les veines pancréatiques et pancréatico-

duodénales, qui convergent vers les veines spléniques et la veine porte. Le drainage lymphatique est 
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Figure 1 – Localisation et anatomie générale du pancréas
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réalisé principalement par la chaîne hépatique commune et le groupe ganglionnaire mésentérique 

supérieur. L’innervation parasympathique du pancréas vient du nerf vague, alors que l’innervation 

sympathique est assurée par les nerfs splanchniques. 

 

Le pancréas est subdivisé en quatre parties anatomiques : la tête, bordée par le duodénum, l’isthme, le 

corps et la queue, à proximité de la rate. Le pancréas est une glande amphicrine composée de tissus 

spécifiques, permettant la distinction de deux compartiments fonctionnels : la partie endocrine, 

impliquée dans la synthèse et la sécrétion d’hormones, et la partie exocrine, impliquée dans la synthèse 

et la sécrétion d’enzymes digestives. 

En interne, le pancréas est composé de multiples canaux débouchant dans le canal pancréatique principal 

(ou canal de Wirsung), traversant l’intégralité du pancréas avant de se jeter, accompagné du canal 

biliaire, dans le duodénum au niveau de l’ampoule hépato-pancréatique. 

 

ii. Physiologie du pancréas endocrine 

 

Le compartiment endocrine représente moins de 10% du volume pancréatique. Il est spécialisé dans la 

sécrétion d’hormones et de polypeptides dans la circulation sanguine, et participe de fait au contrôle de 

l’homéostasie glucidique et du comportement alimentaire. Le pancréas endocrine est organisé en 

structures, appelées ilots pancréatiques (ou ilots de Langerhans), bordées par le compartiment exocrine 

(ou parenchyme acinaire). Les ilots pancréatiques sont composés en majeure partie par les cellules alpha 

et bêta, sécrétant respectivement le glucagon et l’insuline, les cellules delta et gamma (ou PP), 

synthétisant la somatostatine et le polypeptide pancréatique (PP), et dans une moindre mesure, par les 

cellules epsilon à l’origine de la synthèse de la ghréline (Da Silva Xavier, 2018; Sakata et al., 2019). 

Pour drainer l’ensemble de ces sécrétions hormonales dans l’intégralité de l’organisme, les ilots 

pancréatiques sont irrigués par de nombreux capillaires. 

 

Le pancréas assure le maintien de la glycémie entre 4 et 7 mM, via la synthèse de deux hormones au 

rôle antagoniste, le glucagon par les cellules alpha et l’insuline par les cellules bêta (Röder et al., 2016).  

En effet, l’insuline, sécrétée en réponse à une glycémie élevée, aura pour fonction de faire diminuer la 

concentration en glucose sanguin. On parle d’hormone hypoglycémiante. L’insuline agit sur différentes 

voies métaboliques au niveau de trois tissus principaux, à savoir, le foie, le muscle et le tissu adipeux. 

L’insuline favorise notamment la dégradation hépatique du glucose (glycolyse), la synthèse et le 

stockage du glycogène par la glycogénèse, et inhibe la néoglucogenèse qui permet la synthèse de glucose 

à partir de précurseurs non glucidiques (Röder et al., 2016). L’insuline permet également l’entrée et la 

métabolisation du glucose dans les cellules des tissus musculaires et adipeux, contribuant ainsi aux 

synthèses protéiques et lipidiques (Khan and Pessin, 2002).  Le glucagon, hormone hyperglycémiante, 
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Figure 2 – Fonctions endocrines du pancréas

Coupe histologique issue de Hezel et al., Genes & Development ; 2006

Histologie d’un ilot de Langerhans

d’un pancréas humain
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est quant à lui sécrété par les cellules alpha lorsque la glycémie est faible, notamment lors d’exercice 

physique ou entre les repas. Le glucagon agit principalement au niveau hépatique en favorisant la 

glycogénolyse, c’est-à-dire la dégradation rapide du glycogène, polymère du glucose (Röder et al., 

2016).  

 

La somatostatine, sécrétée par l’hypothalamus, l’estomac et l’intestin, est également sécrétée par les 

cellules delta des ilots de Langerhans. Au niveau pancréatique, cette hormone agit de façon paracrine 

en inhibant la synthèse d’insuline et de glucagon, mais également de façon autocrine en régulant sa 

propre sécrétion (Rorsman and Huising, 2018). En inhibant la sécrétion du glucagon et de l’insuline par 

les cellules alpha et beta respectivement, la somatostatine est un acteur clé de la régulation de 

l’homéostasie glucidique. La somatostatine est impliquée dans de nombreux processus d’inhibition de 

la sécrétion endocrine et exocrine, mais possède également des rôles de neuro-modulateur dans les 

fonctions cognitives et locomotrices (Ando, 2016). 

 

Le compartiment endocrine du pancréas est également à l’origine d’hormones impliquées dans le 

contrôle du comportement alimentaire. En effet, la ghréline, sécrétée majoritairement par l’estomac, est 

également produite par les cellules epsilon du pancréas. Son action principale est de stimuler l’appétit 

via la régulation hypothalamique de l’homéostasie nutritionnelle (Nakazato et al., 2001). La ghréline est 

également impliquée dans la régulation de l’homéostasie glucidique, en inhibant la sécrétion d’insuline 

par les cellules bêta des ilots pancréatiques (Sakata et al., 2019). Une autre hormone est impliquée dans 

le comportement alimentaire, il s’agit de l’amyline. Co-sécrétée avec l’insuline par les cellules bêta des 

ilots pancréatiques, l’amyline participe au sentiment de satiété en agissant au niveau hypothalamique 

(Rushing et al., 2000; Woods et al., 2006). Elle contribue également au contrôle glycémique postprandial 

en ralentissant la vidange gastrique et en inhibant la sécrétion de glucagon (Lutz, 2010). Le polypeptide 

pancréatique, sécrété par les cellules PP (ou gamma) du pancréas, joue également un rôle majeur dans 

le sentiment de satiété mais aussi dans le rétrocontrôle négatif des sécrétions exocrines gastriques, et de 

l’activité endocrine pancréatique, en bloquant la synthèse du glucagon par les cellules alpha des ilots de 

Langerhans (Aragón et al., 2015; Asakawa et al., 2003; Batterham et al., 2003).  

 

iii. Physiologie du pancréas exocrine 

 

Le pancréas exocrine est quant à lui spécialisé dans la synthèse et la sécrétion du suc pancréatique, 

composé d’enzymes digestives (e.g. trypsine, amylase, lipase). Il est majoritairement constitué par les 

cellules canalaires et les cellules acineuses. Ce compartiment est caractérisé par un ensemble de canaux 

qui permet la conduction des enzymes, synthétisées et excrétées par les cellules acineuses organisées en 

acinus, jusqu’au canal principal (ou canal de Wirsung) débouchant dans le duodénum au niveau de 
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Figure 3 – Fonctions exocrines du pancréas

Adapté de Zhou et Melton, Nature ; 2018 et Bardeesy, Nature Reviews Cancer ; 2002

Coupe histologique issue de Longnecker, Anatomy and Histology of the Pancreas; 2014
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l’ampoule hépato-pancréatique (ou ampoule de Vater). Le débit du suc pancréatique s’établit entre 1,5 

et 3L par jour. Il est constitué en très grande partie d’eau, d’électrolytes et d’enzyme sécrétées par les 

cellules acineuses. Les enzymes contenues dans le suc pancréatique sont spécialisées dans la digestion 

des lipides, glucides et des protéines. On trouve aussi des nucléases permettant la dégradation des résidus 

nucléotidiques (Whitcomb and Lowe, 2007).  Du fait de sa composition riche en bicarbonates, le pH du 

suc pancréatique est basique (entre 8,2 et 8,4). Cette alcalinité équilibre l’acidité du chyme gastrique et 

favorise ainsi le fonctionnement optimal des enzymes digestives. Ces enzymes sont la plupart du temps 

sécrétées sous une forme inactive appelée zymogène (ou pro-enzyme), afin d’éviter l’autodigestion du 

pancréas, et sont activées une fois parvenues dans le tube digestif (Dufresne, 2012).  

Les protéases pancréatiques clivent les protéines en oligopeptides et en acides aminés, absorbés au 

niveau intestinal. Les lipases et les amylases digèrent les lipides et des suces complexes, respectivement. 

Enfin, les nucléases catalysent les oligonucléotides.  

Les cellules acineuses s’organisent en acini. Elles présentent un réticulum endoplasmique granuleux 

imposant permettant la synthèse des pro-enzymes digestives. Après leur synthèse, ces pro-enzymes 

s’organisent en granules de zymogènes et s’accumulent dans le cytoplasme de la cellule acineuse. La 

sécrétion des enzymes se fait via l’exocytose des granules de zymogènes dans la lumière des canaux 

pancréatiques. Pour rappel, les enzymes ne sont fonctionnelles qu’une fois dans le tractus digestif afin 

d’éviter l’autodigestion du pancréas. De plus, le suc pancréatique contient des inhibiteurs de l’activité 

enzymatique, tel que SPINK1, inhibant l’activité de la trypsine. Les pro-enzymes sont activées par une 

entérokinase digestive, qui dégrade la pro-enzyme trypsinogène en trypsine active, qui activera elle-

même les autres enzymes pancréatiques. Les cellules canalaires (ou ductales) de forme cubique ou 

pyramidale, forment les canaux excréteurs mais synthétisent également l’eau et les électrolytes 

nécessaires à la constitution du suc pancréatique.  Au niveau de la lumière acinaire, les cellules centro-

acineuses marquent le début des canaux pancréatiques (Dufresne, 2012; Whitcomb and Lowe, 2007). 

L’organisation en grappe des acini permet de distinguer différents types de canaux. A la sortie d’un 

acinus, les cellules canalaires forment les canaux intercalaires à la lumière étroite. La fusion des canaux 

intercalaires permet la constitution des canaux intra-lobulaires qui se jettent dans les canaux inter-

lobulaires. Ces derniers débouchent dans le canal pancréatique principal. Les cellules canalaires sont 

responsables de la sécrétion des éléments inorganiques du suc pancréatique (eau et ions). Elles possèdent 

un nombre important d’échangeurs (chlore/bicarbonates), de pompes à proton, de canaux (calcium, 

chlore, potassium) et d’aquaporines (Pandol, 2010b). L’un des échangeurs les plus étudiés est 

l’échangeur chlore/bicarbonate (CFTR, Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator), localisé à la surface 

apicale des cellules canalaires. Les ions bicarbonates sont sécrétés à l’extérieur de la cellule afin de 

rendre alcalin le suc pancréatique pour tamponner l’acidité gastrique et rendre les enzymes digestives 

pancréatiques actives (Ishiguro et al., 2009). La composition du suc pancréatique permet de solubiliser 
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et de transporter les enzymes digestives pancréatiques et de créer les conditions favorables à leur 

activation et leur fonctionnement.  

 

Les sécrétions exocrines peuvent être régulées par de nombreuses hormones et neurotransmetteurs. Le 

relargage par exocytose des granules de zymogènes est particulièrement régulé : la sécrétine, la 

cholécystokinine, la sérotonine ou encore la mélatonine, sont autant d’hormones qui permettent de 

stimuler la sécrétion des enzymes pancréatiques par les cellules acineuses, alors que la somatostatine ou 

le polypeptide pancréatique inhibent cette sécrétion (Chandra and Liddle, 2009). La présence de 

nombreux récepteurs couplés aux protéines G au niveau des cellules acineuses permet la régulation fine 

de l’exocytose des enzymes pancréatiques (Williams, 2010). 

 

A ce stade du tractus digestif, la digestion des aliments est partielle. Certains sont déjà assimilables par 

l’intestin. D’autres devront encore être digérés tout au long de l’intestin avec les enzymes intestinales.  

 

Le pancréas se situe donc, via les compartiments endocrine et exocrine, au cœur d’axes de régulation 

inter-organes, permettant de réguler finement de nombreux processus physiologiques, notamment 

l’homéostasie glucidique, le comportement alimentaire et la digestion. Les dysfonctionnements de cet 

organe ont donc réciproquement des impacts physiopathologiques. 

 

b. Pathologies pancréatiques 

 

i. Diabète et inflammations 

 

Le pancréas est une glande amphicrine. Les pathologies associées à cet organe peuvent toucher autant 

la partie endocrine que la partie exocrine, dérégulant ainsi l’homéostasie glucidique et les fonctions 

digestives.   

 

L’homéostasie glucidique est altérée en cas de diabète. Cette maladie métabolique chronique est 

caractérisée par un excès de glucides dans le sang (hyperglycémie). Ce déséquilibre homéostatique 

résulte d’un trouble de la sécrétion et/ou d’action de l’insuline, l’hormone hypoglycémiante sécrétée par 

les cellules bêta des ilots pancréatiques. Le diabète de type 1, ou insulino-dépendant, représente 5 à 10% 

des diabètes et touche essentiellement les jeunes enfants. Il est caractérisé par une auto-immunité dirigée 

contre les cellules bêta des ilots pancréatiques. La diabète de type 2, le plus fréquent, est caractérisé par 

une déficience partielle de sécrétion et/ou une diminution de la sensibilité à l’insuline des tissus cibles :  

on parle d’insulino-résistance (Kharroubi and Darwish, 2015). 

 

17



 

 

 

Les pancréatites aiguës sont des inflammations extrêmement douloureuses du pancréas. Ce trouble 

inflammatoire peut être le résultat d’un calcul biliaire, d’une consommation excessive d’alcool ou 

encore d’une hypertriglycéridémie (Lankisch et al., 2015). Le diabète de type 2 augmente également le 

risque de développer une pancréatite aiguë (Aune et al., 2020). Les pancréatites aiguës sont souvent le 

fait d’une autodigestion du pancréas par les enzymes digestives pancréatiques, activées précocement au 

sein des acini et des canaux, libérant de nombreux facteurs pro-inflammatoires tels que des cytokines et 

des radicaux libres, et provoquant de fait une inflammation du pancréas. La plupart du temps, les 

pancréatites aiguës n’ont pas de conséquences graves pour la patient atteint, mais sur le long terme, 30 

à 50% d’entre elles évoluent en pancréatite chronique, tandis que 20 à 30% des patients souffriront de 

dysfonctionnements endocrine et exocrine, dérégulant ainsi l’homéostasie glucidique et la digestion 

(Forsmark et al., 2016). 

 

Les pancréatites chroniques se manifestent par des douleurs, généralement moins intenses qu’en cas de 

pancréatite aiguë mais perdurant dans le temps. Ces pathologies sont fortement associées à la 

consommation excessive et prolongée d’alcool, associée ou non au tabagisme. Elles peuvent également 

être le fruit de mutations génétiques de gènes tels que CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane 

conductance Regulator) ou SPINK1 (Serine Peptidase Inhibitor Kazal type 1) - codant pour un facteur 

dégradant la trypsine - ou résulter d’une auto-immunité ou d’une obstruction des canaux pancréatiques 

(Braganza et al., 2011; Finkelberg et al., 2006; Pham and Forsmark, 2018). Il existe des formes 

héréditaires de pancréatites chroniques, dont l’incidence reste très faible (0,3/100 000), et le plus souvent 

liées à la mutation du gène de la sérine protéase 1 (PRSS1), qui conduit à la production d’une forme de 

trypsine résistance à la dégradation (Rebours et al., 2012). Les pancréatites chroniques ont des 

répercussions importantes sur la qualité de vie du patient. En effet, l’état d’inflammation permanent est 

tel que le pancréas est constamment dégradé, menant à la perte progressive des fonctions pancréatiques 

endocrines (perte de l’homéostasie glucidique notamment) et exocrines (troubles de la digestion) (Kleeff 

et al., 2017; Lindkvist, 2013).  

 

Lors des pancréatites, les lésions causées par la dégradation des tissus pancréatiques mettent notamment 

en jeu des médiateurs inflammatoires tels que le TNF-⍺ (Tumor Necrosis Factor ⍺), des interleukines 

(IL-1β, IL-6 ou encore IL-10) ou le MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein 1), ainsi que des cellules 

immunitaires telles que les neutrophiles, les monocytes ou encore les macrophages (Inman et al., 2014; 

Manohar et al., 2017; Shrivastava and Bhatia, 2010). Dans un contexte physiologique, ces cellules 

permettent la réparation tissulaire suite à la dégradation des tissus. Or, ces mécanismes sont exacerbés 

dans les pancréatites chroniques, conduisant à une fibrose excessive au dépend des tissus fonctionnels 

du pancréas (Kleeff et al., 2017). Cet emballement inflammatoire peut même évoluer jusqu’à un état 

inflammatoire systémique du patient (Kylänpää et al., 2010).  
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Les patients atteints de pancréatite chronique ont un risque seize fois plus élevé de développer un cancer 

pancréatique, deux ans après le diagnostic d’une pancréatite chronique. Ce risque est encore huit fois 

plus élevé cinq ans après le diagnostic (Kirkegård et al., 2017). Les mécanismes moléculaires induisant 

le passage d’une pancréatite chronique au cancer pancréatique restent mal connus. Cependant, l’état 

fibrotique aberrant induit par une inflammation pancréatique non modulée, semble critique pour 

l’émergence des carcinomes pancréatiques (Huang et al., 2021a). Par ailleurs, certaines études ont 

montré que l’inflammation liée aux pancréatites est nécessaire à la progression des tumeurs bénignes du 

pancréas induite par l’oncogène KRAS (Guerra et al., 2007). D’autres travaux ont montré que les 

pancréatites chroniques contribuaient à la progression tumorale en inhibant la sénescence des cellules 

des lésions pancréatiques bénignes (Guerra et al., 2011).  

 

ii. Cancers pancréatiques 

 

Les deux compartiments, exocrine et endocrine, peuvent donner lieu à la formation de tumeurs.   

 

Cependant, les cancers du pancréas endocrines restent rares (environ 5% des tumeurs pancréatiques), 

évoluent lentement et sont bénins dans la plupart des cas. Ces tumeurs dérivent des cellules des ilots de 

Langerhans et sont classées en deux groupes majeurs, les tumeurs fonctionnelles (e.g. insulinomes, 

gastrinomes, glucagonomes…) caractérisées par une hypersécrétion hormonale, et les tumeurs non 

fonctionnelles sans symptômes particuliers (Davies and Conlon, 2009). Le pronostic est relativement 

favorable, avec un taux de survie à 5 ans de 85% pour les cancers localisés et de 28% pour les cancers 

métastatiques (Sonbol et al., 2020).  

 

Au contraire, les cancers de la partie exocrine du pancréas sont un enjeu majeur de santé publique, 

compte-tenu de leur incidence et de leur taux de mortalité. Mon projet de thèse s’étant focalisé sur ces 

cancers, ils sont décrits plus en détail ci-dessous. 

 

c. L’adénocarcinome canalaire pancréatique (ADKP) 

 

L’adénocarcinome canalaire pancréatique (ADKP) est un cancer au pronostic sombre, représentant plus 

de 90% des tumeurs du pancréas et touchant la partie exocrine de l’organe. En effet, il s’agit d’une 

hyperplasie des cellules épithéliales canalaires du pancréas. L’ADKP est également caractérisé par un 

imposant stroma entourant la tumeur, pouvant représenter entre 50 et 80% du volume tumoral total 

(Erkan et al., 2012).  
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Figure 4 – Epidémiologie des cancers pancréatiques  

Adapté de GLOBOCAN, International Agency for Research on Cancer – WHO ; 2020

Nombre de décès par cancer estimé en 2020 en Europe

Cancer du pancréas, taux d’incidence standardisé estimé en 2020

Nombre de décès par cancer du pancréas estimé en 2020 et en 2040 (par continent)

Pas de données

Non applicable
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i. Épidémiologie 

 

D’après l’étude GLOBOCAN de l’IARC (International Agency for Research on Cancer), 495 773 

cancers pancréatiques ont été diagnostiqués et 466 003 décès ont été dénombrés durant l’année 2020 

dans le monde (Sung et al., 2021). Au niveau mondial, les cancers pancréatiques représentent de fait 

actuellement la 12ème cause de cancer et la 7ème cause de décès par cancer. En Europe, tout comme 

dans la majorité des pays développés, l’incidence et la mortalité de l’ADKP sont beaucoup plus élevées. 

En effet, il s’agit du 7ème cancer en termes d’incidence et de la 5ème cause de décès par cancer en Europe 

(Rawla et al., 2019; Sung et al., 2021). Cependant, des études prospectives ont montré que les cancers 

pancréatiques représenteraient en 2030, la 2ème cause de cancer (augmentation d’environ 33% des cas) 

et la 2ème cause de mortalité par cancer, devant les cancers hépatiques et derrière les cancers pulmonaires 

(Rahib et al., 2014).  

En France, sur la période 2010-2018, le taux d’incidence des cancers pancréatiques a augmenté selon 

un rythme moyen annuel de 2,6% chez l’homme et 3,2% chez la femme (Defossez et al., 2019). Cette 

évolution de l’incidence peut s’expliquer par les changements démographiques mais aussi par les 

habitudes de vie (alimentation, sédentarité…) ou encore l’impact de l’exposome. 

 

Les cancers pancréatiques sont légèrement plus fréquents chez les hommes par rapport aux femmes, 

avec un ratio homme/femme d’environ 1,4 (Sung et al., 2021). La majorité des patients sont 

diagnostiqués à un âge avancé, avec une médiane de 71 ans lors du diagnostic. Seulement 20% des 

diagnostics ont lieu chez des patients de moins de 60 ans (Mizrahi et al., 2020).  

Le taux de mortalité est particulièrement élevé. En effet, compte-tenu du diagnostic tardif en raison de 

signes cliniques absents ou non spécifiques et de l’échec des thérapies conventionnelles, la survie 

globale cinq ans après le diagnostic du cancer est relativement basse et s’établit à 9% (Rawla et al., 

2019).  

 

Durant les deux dernières décennies, de nombreuses études se sont intéressées aux facteurs génétiques 

et environnementaux favorisant l’apparition des ADKP.  

Tout d’abord, il est démontré que les individus présentant au moins un parent au premier degré (parents, 

enfants, frères et sœurs) atteint d’un ADKP ont un risque de 5 à 32% plus élevé de développer eux-

mêmes ce cancer (Klein et al., 2004; Petersen, 2016). Par ailleurs, environ 10% des ADKP sont associés 

à d’autres syndromes héréditaires, tels que le syndrome de Peutz-Jeghers, le syndrome de Lynch, les 

cancers héréditaires de l’ovaire et du sein, le syndrome familial des nævus atypiques ou encore la 

pancréatite héréditaire (Lynch et al., 2001; Ohmoto et al., 2019). Des analyses -omiques ont permis de 

mettre en lumière l’implication de gènes de prédisposition familiale dans la carcinogenèse pancréatique, 
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Figure 5 – Facteurs de risque associés aux adénocarcinomes canalaires pancréatiques

Adapté de Maisonneuve et Lowenfels, International Journal of Epidemiology ; 2015
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tels que les gènes BRCA2, CDKN2A, PALB2, ATM ou encore CPA1, conduisant au développement de 

cancers pancréatiques dits familiaux (Diaz and Lucas, 2019; Roberts et al., 2016).  

 

Par ailleurs, de nombreux autres facteurs, d’ordre environnementaux ou comportementaux, sont connus 

ou suspectés pour favoriser la survenue des ADKP.   

Le tabagisme est l’un des facteurs de risque identifié, augmentant par deux le risque de développement 

d’un ADKP. Le risque diminue chez les ex-fumeurs (RR=1,8) mais persiste au minimum 10 ans après 

l’arrêt de la consommation de tabac (Drouillard et al., 2018; Vrieling et al., 2010). En 2011, une étude 

de Parkin et al. a estimé qu’environ 30% des ADKP au Royaume-Uni étaient liés à la consommation 

de tabac (Parkin et al., 2011). 

La consommation d’alcool a également été très étudiée. Ainsi, la consommation de plus de trois verres 

d’alcool par jour est associée à une augmentation de 20% du risque de développement d’un cancer 

pancréatique. La combinaison de la consommation de tabac et d’alcool, même modérée, est associée à 

une élévation du risque de développement d’un ADKP (Rahman et al., 2015). 

Au niveau alimentaire, la consommation de viande rouge, de produits transformés, ou encore d’aliments 

hypercaloriques, peut augmenter le risque de survenue d’adénocarcinome pancréatique (Larsson and 

Wolk, 2012; Lightsey, 2012). Plus largement, le surpoids (IMC>25),  l’obésité (IMC>30), le diabète et 

la sédentarité sont également associés à la survenue de cette maladie  (Bao and Michaud, 2008; 

Berrington de Gonzalez et al., 2003; Li et al., 2009; Maisonneuve and Lowenfels, 2015). 

L’apparition des ADKP peut également être liée à une infection gastrique par la bactérie Helicobacter 

pylori (Risch et al., 2010). En effet, cette bactérie est connue pour être un pathogène carcinogénique 

gastrique. Plusieurs études ont montré son implication dans les processus d’auto-immunité et 

d’inflammation pancréatique (Franceschi et al., 2014). Cependant, les mécanismes associés restent peu 

connus, et ce lien reste encore débattu. D’autres facteurs environnementaux comme l’exposition à 

certain pesticides et métaux lourds sont suspectés d’être des facteurs de risque d’apparition des cancers 

pancréatiques (Rawla et al., 2019). 

 

Compte-tenu de son incidence en augmentation et de son taux de mortalité élevé, l’ADKP est donc un 

enjeu de santé publique majeur. L’amélioration de sa prise en charge thérapeutique passe par 

l’amélioration de la compréhension de son étiologie, des mécanismes d’initiation et de progression 

associés, pour identifier de nouvelles thérapies efficaces contre ce cancer particulièrement agressif. Le 

diagnostic précoce est également un enjeu majeur sur le plan clinique. 
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ii. Diagnostic 

 

Le diagnostic tardif est en effet l’une des causes du mauvais pronostic des cancers pancréatiques. En 

effet, l’absence de douleur et de symptôme caractéristique de cette pathologie avant des stades avancés 

ne permet pas un diagnostic précoce. La maladie évoluant très rapidement, il n’est pas rare de constater 

que le diagnostic est trop tardif pour la prise en charge de la maladie, notamment sur le plan chirurgical.  

 

Un ADKP au niveau de la tête du pancréas (70 à 80%) est souvent plus symptomatique que celui du 

corps ou de la queue du pancréas (20 à 30%). Ces derniers sont souvent diagnostiqués plus tardivement, 

et de ce fait, moins résécables (Neuzillet et al., 2011). Bien que non spécifiques des AKDP, des 

symptômes peuvent être associés à ce cancer. Fréquemment, le patient est atteint de grande fatigue, 

d’amaigrissement et de douleurs abdominales intenses (Neuzillet et al., 2018).  

Lors de la manifestation de ces symptômes ou de suspicion de cancer pancréatique suite à la découverte 

d’une masse pancréatique lors d’une échographie, des examens morphologiques complémentaires sont 

prescrits (McGuigan et al., 2018). Actuellement, la tomodensitométrie, couramment appelée scanner, 

est l’examen de référence pour confirmer ou non la présence d’une tumeur, sa localisation précise, ses 

rapports vasculaires, sa résécabilité et la présence de métastases le cas échéant (Al-Hawary et al., 2014). 

L’imagerie par résonance magnétique (IRM) peut être recommandée pour un bilan diagnostic des petites 

tumeurs ou pour évaluer l’éventuelle extension hépatique de la tumeur pancréatique (Raman et al., 

2012). Lorsque l’ADKP n’a pas été diagnostiqué ou qu’il persiste un doute suite aux différentes 

méthodes d’imagerie de première ligne, l’écho-endoscopie associée à la biopsie peut alors être indiquée 

pour imager avec précision l’aspect du pancréas et éventuellement effectuer des prélèvements pour des 

études cytopathologiques complémentaires. Cet examen est souvent associé à la recherche du statut du 

gène KRAS, considéré comme un évènement très fréquent et plutôt précoce dans le développement des 

adénocarcinomes pancréatiques (Bournet et al., 2016; Gonzalo-Marin et al., 2014; Kikuyama et al., 

2018).  

 

Depuis quelques années, des biomarqueurs sont testés pour améliorer le diagnostic des cancers 

pancréatiques (Mehta et al., 2021). L’un des biomarqueurs les plus étudiés et utilisés est le CA19-

9 (Carboxyhydrate Antigen 19-9), sécrété par certaines cellules cancéreuses pancréatiques. Cependant, 

ce marqueur reste peu fiable pour le dépistage de l’ADKP car sa valeur prédictive est insuffisante chez 

les patients asymptomatiques et n’est pas forcément spécifique des cancers pancréatiques (Ballehaninna 

and Chamberlain, 2012). En revanche, il peut être utilisé pour déterminer la résécabilité de la tumeur ou 

pour le suivi du patient après une chirurgie et/ou chimiothérapie (Heger et al., 2020).  D’autres 

marqueurs sériques comme les cellules tumorales circulantes (ou leur ADN), des microARNs, des 
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Figure 6 – Prise en charge thérapeutique des patients atteints d’un adénocarcinome canalaire pancréatique

Adapté de Neuzillet et al. , Digestive and Liver Disease ; 2018
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vésicules extracellulaires ou encore la thrombospondine 2 (TSP2) sont à l’étude, mais ne sont pas encore 

validés à ce jour en clinique (Buscail et al., 2019; Hasan et al., 2019; Mehta et al., 2021). 

 

Outre le recours à ces biomarqueurs, une surveillance accrue des personnes à risque (e.g. patients 

diabétiques, historique familial défavorable, pancréatite chronique) est fortement conseillée, l’objectif 

étant de dépister les lésions précancéreuses avant même l’apparition de tumeurs malignes.  

 

iii. Prise en charge thérapeutique 

 

Le diagnostic tardif évoqué dans la partie précédente ne permet pas une prise en charge thérapeutique 

précoce des ADKP. La survie à 5 ans des cancers pancréatiques a évolué positivement ces dernières 

années, mais reste parmi les plus basses des cancers digestifs (environ 10%). Le pronostic peut 

cependant varier de façon très significative, selon si la tumeur est opérable ou non. La prise en charge 

des ADKP se fait en effet via un arsenal thérapeutique, incluant éventuellement une chirurgie (avec ou 

sans chimiothérapies néo-adjuvantes), des chimiothérapies ou des soins palliatifs (Neuzillet et al., 2018). 

Dans tous les cas, ces thérapies sont accompagnées de soins de supports afin de lutter contre les 

complications suite à la résection et/ou les chimiothérapies, et ainsi, améliorer la qualité de vie du patient 

(Védie and Neuzillet, 2021). 

 

1. Chirurgie 

 

L’indication chirurgicale est posée en fonction de l’avancée et de la classification de la tumeur 

pancréatique, avec une distinction majeure entre les tumeurs résécables, les tumeurs dites « borderline », 

les tumeurs localement avancées et les tumeurs métastatiques (Tempero et al., 2017).  

 

Les tumeurs résécables sont celles localisées strictement au niveau du pancréas, plutôt bien délimitées 

et ne portant pas atteinte aux vaisseaux adjacents. Elles représentent environ 15% des tumeurs 

pancréatiques. La résection est curative, mais il est estimé que 80% de ces patients subiront une 

récurrence locale et/ou un développement métastatique de la tumeur (Hishinuma et al., 2006).  

Les tumeurs dites « borderline » ne présentent pas de métastases distantes mais des atteintes locales et 

limitées peuvent être observées au niveau des organes ou des vaisseaux adjacents. Ces tumeurs ne sont 

pas résécables en première intention et nécessite une chimiothérapie dite « d’induction » avant que la 

résection ne soit envisagée dans la majorité des cas (Isaji et al., 2018). 

Les tumeurs localement avancées ne présentent pas d’expansion métastatique. Cependant, la résection 

est rarement envisagée à cause d’une extension tumorale locale, mais importante, au niveau des 

vaisseaux adjacents. Tout comme les tumeurs borderline, une chimiothérapie d’induction peut être 
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administrée afin d’envisager leur exérèse chirurgicale (dans 10 à 35% des cas) (van Veldhuisen et al., 

2019).  

Les tumeurs métastatiques sont caractérisées par des extensions locales et distantes établies. Ce type de 

tumeurs ne peut être opéré, et des traitements chimio-thérapeutiques sont proposés en première intention 

(Neuzillet et al., 2018).  

Au final, la part de tumeurs résécables se situe entre 10 et 20% (Hidalgo et al., 2015). La décision de 

pratiquer une chirurgie est prise en fonction de critères tels que la taille de la tumeur, sa localisation, la 

différenciation des cellules cancéreuses, ou encore selon le stade d’envahissement vasculaire des 

vaisseaux adjacents (Isaji et al., 2018).  

Les tumeurs sans envahissement vasculaire sont directement réséquées. Les tumeurs borderline et 

localement avancées le sont si la néoplasie ne progresse pas et que les chimiothérapies, dites 

« d’induction », les rendent opérables (Janssen et al., 2020; Versteijne et al., 2020). Les mêmes critères 

s’appliquent pour l’envahissement ganglionnaire, qui n’est pas synonyme de non-résection si l’atteinte 

est locale (Tempero et al., 2017). La chirurgie est en revanche contre-indiquée dans le cas des tumeurs 

métastatiques (Isaji et al., 2018; Neuzillet et al., 2018).  

Dans le cas où la résection est possible, la médiane de survie des patients est augmentée et s’établie 

entre 20,1 et 23,5 mois - contre 5 à 11 mois pour les tumeurs non-opérables - (Gillen et al., 2010).  

Suite à la chirurgie, des thérapies adjuvantes sont indiquées et permettent également une augmentation 

de la médiane de survie (Conroy et al., 2018). 

2. Chimiothérapies

Dans tous les types de tumeurs pancréatiques, des chimiothérapies sont envisagées, principalement la 

gemcitabine et la combinaison FOLFIRINOX (comprenant de l’acide FOLinique, du 5-Fluoro-uracile, 

de l’IRInotecan et de l’OXaliplatine).  

Les chimiothérapies pourront être administrées en première ligne pour les cancers pancréatiques 

borderline, localement avancés ou métastatiques, ou en amont et/ou en aval d’une chirurgie pour les 

tumeurs résécables (Neuzillet et al., 2018; Yang et al., 2021a). Les chimiothérapies dites « d’induction » 

- généralement FOLFIRINOX ou gemcitabine en monothérapie ou en combinaison avec le paclitaxel

combiné à des nanoparticules d’albumine (nab-paclitaxel) - sont administrées avant la résection d’une

tumeur borderline ou localement avancée, et permettent de rendre opérable ces dernières par la réduction

de leur taille et de leur rapport aux vaisseaux sanguins. Les thérapies d’induction sont associées à une
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diminution de l’invasion ganglionnaire et à une augmentation de la survie globale des patients (Cloyd 

et al., 2020; Mokdad et al., 2017; Sugimoto et al., 2019).  

Les chimiothérapies adjuvantes sont quant à elles indiquées suite à la résection de la tumeur, afin d’éviter 

une rechute locale ou métastatique de la tumeur pancréatique (Conroy et al., 2018). Plusieurs protocoles 

existent, mais la plupart utilisent soit une version modifiée de la combinaison FOLFIRINOX (protocole 

de référence), soit la gemcitabine seule ou en association avec la capécitabine ou encore le 5-

Fluorouracile (Conroy et al., 2018). 

Pour les tumeurs métastatiques, localement avancées et borderline non opérables, le FOLFIRINOX ou 

la gemcitabine seule ou en association avec le nab-paclitaxel sont les références en première intention.  

En cas d’échec ou d’intolérance, d’autres association peuvent être recommandées en seconde ligne, 

comme la combinaison 5-Fluorouracile (5-FU) / irinotecan par exemple (Wang-Gillam et al., 2019).  

3. Radiothérapie

Plusieurs études ont évalué le gain apporté par la radiothérapie dans ce type de cancer, mais restent 

discordantes quant à la recommandation de la radiothérapie en traitement (néo)-adjuvant. Elle peut 

cependant être proposée en fin de traitement d’induction, avant la résection tumorale, mais son 

utilisation reste particulièrement peu fréquente (Neuzillet et al., 2018).   

Malgré la diversité des chimiothérapies et des combinaisons testées, l’efficacité des traitements reste 

faible. L’enjeu des essais cliniques est donc de trouver d’autres thérapies plus efficaces, associées ou 

non, aux thérapies existantes.  

4. Autres thérapies et essais cliniques

Le tableau clinique complexe, le diagnostic tardif et l’échec des thérapies conventionnelles soulignent 

la nécessité de repenser les protocoles actuels. De nombreux essais cliniques sont en cours, impliquant 

de nouveaux principes actifs, l’association de plusieurs thérapies conventionnelles ou encore l’extension 

d’indication d’un protocole existant aux tumeurs pancréatiques.  

Parmi les nouvelles thérapies en cours d’investigation, on peut distinguer cinq types d’approches, basées 

sur la médecine de précision, avec l’inhibition de voies de signalisation cellulaire oncogéniques, les 

immunothérapies, des inhibiteurs de la réparation de l’ADN, les inhibiteurs du métabolisme cellulaire 

et les stratégies ciblant le microenvironnement tumoral (Nevala-Plagemann et al., 2020). 
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Figure 7 – Vers de nouvelles thérapies ciblées

Adapté de Nevala-Plagemann et al. , Nature Reviews Clinical Oncology ; 2019
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Concernant l’inhibition des voies de signalisation cellulaire, une grande majorité des travaux de ces 

dernières années porte sur les effecteurs des voies en aval de KRAS, retrouvé muté dans plus de 90% 

des cancers pancréatiques. Cette mutation oncogénique aboutit à l’activation permanente de cette 

protéine, dérégulant l’ensemble des effecteurs sous-jacents (e.g. MEK/ERK). Parmi les thérapies les 

plus avancées, on peut citer le Trametinib, un inhibiteur de la protéine MEK. Dans la plupart des cas, 

ces inhibiteurs sont administrés en combinaison avec la Gemcitabine ou le FOLFIRINOX, et 

potentialiseraient les effets des chimiothérapies conventionnelles (Nevala-Plagemann et al., 2020).  

D’autres thérapies s’intéressent aux dommages à l’ADN associés aux mutations BRCA2 de certains 

adénocarcinomes pancréatiques métastatiques. BRCA2, impliqué dans la réparation des cassures double 

brin de l’ADN, est inactivé dans certains cancers. Cette inactivation est compensée par la protéine PARP 

(Poly-ADP ribose Polymérase) capable de réparer les cassures double brins. L’Olaparib, un inhibiteur 

de PARP, induit de fait la mort des cellules cancéreuses, devenues inaptes à réparer leurs cassures 

doubles brins. Cette thérapie est testée en traitement de maintenance post-FOLFIRINOX. Un gain de 

survie sans maladie a été décrit chez les patients ayant suivi ce protocole (7,4 mois contre 3,8 mois), 

mais aucune différence n’a été constaté dans la survie globale et la qualité de vie (Golan et al., 2019).  

Comme dans de nombreux cancers, les immunothérapies semblent être des thérapies candidates de 

choix, puisque l’échappement tumoral reste une cause majeure de la progression tumorale. De nombreux 

essais cliniques sont en cours, notamment avec les inhibiteurs de checkpoint  immunitaires (PD-1/PDL-

1, CTLA-4), les vaccins thérapeutiques, ou encore les virus oncolytiques (Bear et al., 2020; Principe et 

al., 2021). Cependant, il n’est pas rare que ces thérapies se heurtent à une importante résistance des 

carcinomes pancréatiques, que ce soit en monothérapie ou en combinaison, notamment à cause de 

l’important stroma riche en cellules immunosuppressives et en molécules anti-inflammatoires telles que 

le TGF-β (Hilmi et al., 2018). 

Afin d’améliorer l’accès des thérapies au cœur de la tumeur, le ciblage du stroma en complément des 

thérapies existantes, fait l’objet d’un intérêt grandissant. Les premiers essais cliniques portaient sur la 

déplétion des composants du stroma, avec par exemple la dégradation de l’acide hyaluronique par la 

hyaluronidase PEGPH20, sans augmentation de la survie globale en monothérapie (Ho et al., 2020). Les 

essais cliniques en cours combinent le ciblage du stroma avec d’autres thérapies dans le but de cibler la 

tumeur dans son ensemble (Huang et al., 2021b; Nevala-Plagemann et al., 2020). En effet, la 

hyaluronidase PEGPH20 est testée en combinaison avec des chimiothérapies conventionnelles (e.g. 

Gemcitabine, Nab-paclitaxel) ou des thérapies ciblées telles que les immunothérapies ou les thérapies 

dirigées contre des voies de signalisation cellulaire. On peut notamment citer l’exemple de l’étude 

MORPHEUS-pancreatic cancer (NCT03193190) qui teste en phase II, l’association de l’anti-PD-L1 
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atezolizumab avec la hyaluronidase PEGPH20,  chez des patients avec un ADKP métastatique (Oh et 

al., 2018). 

Le TGF-β, présent en très grande quantité dans le microenvironnement tumoral, fait l’objet de nombreux 

essais cliniques. En effet, les rôles immunosuppresseurs, pro-migratoire, pro-angiogénique ou en faveur 

de la survie des cellules tumorales, font de cette cytokine une cible thérapeutique de premier choix 

(Neuzillet et al., 2015). Les thérapies candidates ciblent aussi bien la cytokine en elle-même (par des 

ligands ou des anticorps) que les récepteurs (par des anticorps ou des petites molécules inhibitrices). Les 

études montrent des résultats très limités, que ce soit en terme de réponse aux traitements ou 

d’amélioration de la survie globale (Ciardiello et al., 2020; Kim et al., 2021).  

Quoique multiples, les stratégies actuelles restent donc majoritairement inefficaces pour améliorer la 

prise en charge des patients. L’amélioration des connaissances des mécanismes d’initiation et de 

progression de l’ADKP est donc un enjeu majeur pour faire face au double challenge associé au 

traitement de ces cancers, à savoir i) améliorer le diagnostic précoce et ii) booster l’efficacité des 

thérapies anti-cancéreuses. 

iv. Étiologie de l’ADKP

Afin d’améliorer le pronostic des adénocarcinomes pancréatiques, il est nécessaire de s’intéresser 

notamment aux évènements précoces de la carcinogenèse. 

1. Lésions pré-néoplasiques

Les lésions pré-néoplasiques peuvent être définies comme des altérations tissulaires bénignes pouvant 

progresser en tumeur maligne au cours de leur évolution. Dans les cancers pancréatiques, les lésions 

pré-néoplasiques comprennent les néoplasies intra-épithéliales (PanIN, Pancreatic Intra-epithelial 

Neoplasia), les Tumeurs Intra-canalaires Papillaires et Mucineuses (TIPMP ou IPMN, Intraductal 

Papillary Mucinous Neoplasms), mais aussi les cystadénomes mucineux/séreux (MCN, Mucinous 

Cystic Neoplasms). Ces trois atteintes précancéreuses non invasives peuvent aboutir au développement 

d’une tumeur maligne. Cependant, elles présentent des caractéristiques morphologiques, cellulaires et 

cliniques propres à chacune (Basturk et al., 2015; Distler et al., 2014; Hruban et al., 2004; Riva et al., 

2018).  

Les néoplasies intra-épithéliales (PanIN) sont les précurseurs néoplasiques les plus communs des 

adénocarcinomes pancréatiques. Ces lésions microscopiques (inférieures à 5 mm), difficilement 
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Figure 8 – Histologie des lésions prénéoplasiques et des adénocarcinomes canalaires pancréatiques

Adapté de Noë et Brossens, Surgical Pathology Clinics ; 2016 

Hackeng et al. Diagnostic Pathology ; 2016 

Hezel et al., Genes & Development ; 2006
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observables et généralement asymptomatiques, affectent les cellules épithéliales canalaires 

pancréatiques. Elles sont classées en trois catégories suivant le grade d’avancement néoplasique. Les 

PanIN-1A/PanIN-1B sont des lésions dites de « bas grades » avec une atteinte cytologique et 

architecturale faible. Les PanIN-1A constituent des lésions plates, alors que pour les PanIN-1B, 

légèrement plus dysplasiques, on parle de lésions papillaires. Les PanIN-2, de bas grade également, sont 

caractérisées par une augmentation des formes papillaires. Enfin, les PanIN-3, également appelées 

carcinome in-situ, sont des lésions de haut grade, avec d’importantes anomalies d’organisation 

architecturale : les cellules présentent une perte de polarité et de nombreuses anomalies nucléaires, sans 

être pour autant encore invasives (Delpu et al., 2011; Distler et al., 2014; Riva et al., 2018). 

Contrairement aux lésions de haut grade (PanIN-3), les lésions de bas grades (PanIN-1/2) ne donnent 

pas forcément lieu à un développement tumoral (Andea et al., 2003; Hruban et al., 2008). L’évolution 

d’une lésion pré-néoplasique vers un statut de carcinome invasif est favorisée par l’accumulation 

d’altérations génétiques. Un des facteurs les plus étudiés pour son rôle dans la mise en place des PanIN 

est la métaplasie acino-canalaire. Ce processus de plasticité cellulaire, permettant la différentiation des 

cellules acinaires en cellules canalaires, peut favoriser la mise en place de PanIN de bas grade, 

susceptible de se développer en PanIN de haut grade, puis en ADKP (Storz, 2017; Wang et al., 2019).  

Les tumeurs intracanalaires papillaires et mucineuses du pancréas (TIPMP, ou IPMN pour Intraductal 

Papillary Mucinous Neoplasms), de taille plus importante par rapport au PanIN, sont localisées 

principalement au niveau du canal pancréatique principal (Main Duct – IMPN, MD-IPMN ) ou des 

ramifications canalaires (Branch Duct  IPMN,BD-IMPN) (Distler et al., 2014; Fonseca et al., 2018). Au 

même titre que les PanIN, les TIPMP affectent l’épithélium canalaire en faveur d’une architecture 

papillaire, sécrétrice de mucines, allant jusqu’à former une dilatation kystique des canaux pancréatiques 

concernés. Ces lésions intra-canalaires non invasives peuvent elles-aussi évoluer en lésions de plus haut 

grade (carcinomes mucineux papillaire intra-canalaire), et à terme, devenir invasives (Basturk et al., 

2015; Distler et al., 2014). Le risque de développer un cancer invasif est plus élevé avec les MD-IPMN 

(40 à 60%) par rapport aux BD-IPMN (20 à 30%) (Fonseca et al., 2018). Les TIPMP sont facilement 

observables en imagerie médicale et peuvent faire l’objet d’une résection (Basturk et al., 2015).  

Les cystadénomes mucineux (ou MCN) sont plus rares mais plus larges que les deux lésions 

précédentes. Ils sont localisés principalement dans le corps et la queue du pancréas et sont la plupart du 

temps asymptomatiques (Distler et al., 2014). Ils peuvent être de bas ou de haut grade en fonction de 

leur progression néoplasique. Les MCN peuvent être observés en imagerie médicale et être réséqués 

avant leur progression en carcinome invasif mucineux (Delpu et al., 2011; Distler et al., 2014; Riva et 

al., 2018).  
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Figure 9 – Mutations récurrentes au cours du développement des adénocarcinomes canalaires

pancréatiques

Adapté de Storz, Nature Reviews Gastroenterology & Hepatology ;2017
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Les lésions pré-néoplasiques peuvent, si elles progressent vers des stades de haut grade, évoluer en 

carcinome. La mise en place et la progression de ces lésions s’accompagnent, de manière séquentielle, 

de multiples altérations génétiques au niveau des cellules canalaires pancréatiques. Ces mutations sont 

particulièrement étudiées pour les PanIN et seront détaillées dans le point suivant.   

La progression des lésions en tumeurs malignes est associée à des dérégulations majeures de la 

physiologie pancréatique. En effet, le système canalaire va se retrouver totalement envahi par le 

développement tumoral provoquant l’obstruction des canaux pancréatiques. Cette obstruction est à 

l’origine de larges dilatations du système canalaire en amont de la tumeur et d’anomalies majeures du 

transport du suc digestif jusqu’au duodénum. Cette accumulation du suc au niveau des canaux 

pancréatiques est responsable de la dégradation des tissus acinaires, qui perdent alors leur fonction de 

sécrétions des enzymes digestives. On parle alors d’insuffisance pancréatique exocrine, responsable de 

symptômes tels que des troubles alimentaires et digestifs par exemple. 

 

2. Bases moléculaires des ADKP 

 

a. Altérations génétiques 

 

Les altérations génétiques qui s’accumuler de manière séquentielle au cours de la progression des lésions 

pré-néoplasiques sont responsables de l’initiation et du maintien de l’adénocarcinome pancréatique. De 

nombreuses études se sont intéressées à l’identification des mutations en elles-mêmes, mais aussi à leur 

apparition séquentielle (Delpu et al., 2011; Jones et al., 2008; Wood et al., 2019). Ces études ont permis 

la mise en évidence de gènes dits « drivers » de l’émergence tumoral pancréatique, que nous détaillerons 

dans cette partie.  

 

La mutation du gène KRAS (Kirsten RAt Sarcoma), codant pour la protéine p21-RAS, est l’un des 

évènements génétiques majeurs dans l’initiation des ADKP, retrouvé dans près de 90% des 

adénocarcinomes canalaires pancréatiques (Delpu et al., 2011; Haigis, 2017). Les mutations ponctuelles 

activatrices les plus courantes (70 à 95% des ADKP) touchent le codon 12 de KRAS, dans lequel la 

glycine est remplacée par l’acide aspartique (KRASG12D, 50% des cas), ou la valine (KRASG12V, environ 

30% des mutations) ou encore par l’arginine (KRASG12R, environ 15%) dans la plupart des cas (Haigis, 

2017; Magliano and Logsdon, 2013; Timar and Kashofer, 2020). D’autres codons peuvent être affectés, 

tels que les codons 11, 13, 61 ou 146, mais moins fréquemment que le codon 12 (Haigis, 2017; Timar 

and Kashofer, 2020). Au niveau moléculaire, ces mutations altèrent l’activité GTPase de RAS, et, 

empêchent la conversion du GTP (forme active) en GDP (forme inactive). KRAS est alors 

constitutivement activée, favorisant la prolifération, la survie et l’invasion par l’activation de 

nombreuses voies de signalisations interconnectées, impliquant les MAPKinases, PI3K ou encore NF-
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κB (Feldmann et al., 2007; Jonckheere et al., 2017; Magliano and Logsdon, 2013). Les signaux 

mitogènes, de migration, d’invasion et d’angiogenèse sont donc activés en permanence, sans activation 

préalable induite par la fixation d’un facteur de croissance à son récepteur. De nombreux essais cliniques 

sont en cours pour le développement de thérapies ciblant KRAS et/ou ses effecteurs (Buscail et al., 

2020).  

Ces mutations ponctuelles sont très précoces dans la carcinogénèse pancréatique et sont retrouvées dans 

les PanIN, les TPIMP et les MCN (Delpu et al., 2011; Kleeff et al., 2016; Löhr et al., 2005). De 

nombreux modèles murins ont été développés pour permettre l’expression constitutive de la forme 

active de l’oncogène Kras spécifiquement dans le pancréas (Pdx1-Cre ; LSL-KrasG12D ou p48-Cre ; LSL-

KrasG12D), permettant de confirmer que la mutation de cet oncogène suffit à induire le développement 

de lésions pré-néoplasiques de type PanIN (Hingorani et al., 2003). Ces modèles génétiquement 

modifiés miment fidèlement la pathologie humaine puisque la totalité des souris développent des PanIN. 

Ces lésions pré-néoplasiques peuvent évoluer, dans 10% des cas, en carcinomes invasifs avec le 

vieillissement des animaux, suggérant que la mutation de KRAS n’est pas suffisante pour l’émergence 

de cancers invasifs. En effet, il apparait que des mutations des gènes suppresseurs de tumeurs tels que 

CDKN2A, TRP53 ou encore SMAD4 sont nécessaires pour la carcinogénèse pancréatique.  

 

La mutation du gène suppresseur de tumeur CDKNA2 (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A, 

également nommé p16/INK4A) touche également la très grande majorité (environ 90%) des patients 

atteints d’ADKP (Delpu et al., 2011; Wood et al., 2019). Dans des conditions physiologiques, CDKN2A 

code pour la protéine P16, responsable de l’arrêt du cycle cellulaire au cours de la transition G1-S, par 

l’inactivation des kinases dépendantes des CDK4 et CDK6 (Russo et al., 1998; Serrano et al., 1993). La 

perte d’activité de ces gènes médiée par des mutations homozygotes ou hétérozygotes, favorise la 

prolifération incontrôlée des cellules (Wood et al., 2019). Ces mutations apparaissent également lors de 

la progression des lésions pré-néoplasiques, puisque la quasi-totalité des PanIN de haut grade sont 

mutées pour CDKN2A (Delpu et al., 2011; Wood et al., 2019). Par ailleurs, les modèles murins 

présentant la mutation KrasG12D et l’inactivation concomitante de Cdkn2a (Pdx1-Cre ; LSL-KrasG12D ; 

Cdkn2aflox/flox) développent des PanIN de haut grade ou des ADKP, pouvant même devenir métastatiques 

(Aguirre et al., 2003).  

 

Une autre mutation très fréquente, quoique non spécifique des ADKP, est celle du gène suppresseur de 

tumeur TP53 (Tumor Protein 53). Ce gatekeeper majeur du génome participe à la réparation de l’ADN, 

de régulation du cycle et de la mort cellulaire (Kastenhuber and Lowe, 2017). Les tumeurs mutées pour 

TP53 présentent des aberrations génétiques nombreuses et croissantes au cours de la carcinogenèse, 

participant ainsi à l’instabilité génomique, et donc, à l’acquisition progressive de leur caractère 

hétérogène, agressif et résistant aux traitements (Rivlin et al., 2011). Les mutations de TP53, non-sens 
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dans la plupart de cas, apparaissent plus tardivement que les mutations de KRAS et de CDKN2A 

(Feldmann et al., 2007; Wood et al., 2019). En effet, les lésions pré-néoplasiques sont peu affectées par 

cette mutation, et il apparait que seulement 12% des PanIN de haut grade en présentent contre 50 à 75% 

des adénocarcinomes canalaires pancréatiques (Yonezawa et al., 2008). De même que les modèles 

murins présentant la mutation KrasG12D et Cdkn2a (Pdx1-Cre ; LSL-KrasG12D ; Cdkn2aflox/flox), les souris 

exprimant à la fois KrasG12D et l’inactivation de TP53 (Pdx1-Cre ; LSL-KrasG12D ; LSL-Trp53R172H/+) 

développent des ADKP avancés et souvent métastatiques (Hingorani et al., 2005). 

 

Le gène suppresseur de tumeur SMAD4 (ou DPC4, Deleted in Pancreatic Cancer 4) est également 

fréquemment muté dans les cancers pancréatiques. Si 90% des ADKP présentent une perte 

d’hétérozygotie (LOH, Loss Of Heterozygosity) au locus SMAD4, 50% de ces cas subissent aussi des 

mutations inactivatrices du deuxième allèle, conduisant à la perte totale d’expression de SMAD4 (Hezel 

et al., 2006). Tout comme la mutation de TP53, l’inactivation de SMAD4 est tardive dans la 

carcinogenèse pancréatique, et n’intervient pas avant les PanIN de haut grade, dans environ 30% des 

cas (Yonezawa et al., 2008). Le gène SMAD4 code pour une protéine du même nom qui est impliquée 

notamment dans la voie de signalisation du TGF-β, et plus précisément dans l’activité cytostatique 

induite par cette voie. La perte d’expression de SMAD4 participerait donc à une prolifération aberrante 

des cellules cancéreuses (Massague, 2008; Truty and Urrutia, 2007). Les modèles murins mutés pour 

KrasG12D et Smad4 (Pdx1-Cre ; LSL-KrasG12D ; Smad4flox/flox) développent également des lésions pré-

néoplasiques de haut grade qui peuvent évoluer en ADKP invasif (Bardeesy et al., 2006). Par ailleurs, 

l’inactivation de Smad4 chez les souris mutées KrasG12D et pour Cdkn2a (Ptf1a ou Pdx1-Cre ; LSL-

KrasG12D ; Smad4lox/lox ; Ink4a/Arflox/+), accélère le développement d’ADKP et diminue sensiblement la 

moyenne de survie de ces souris - 14 semaines vs. 38 semaines - (Bardeesy et al., 2006). Le rôle de la 

voie TGF-β dans les ADKP ayant fait l’objet de mon travail de thèse, il sera détaillé de manière plus 

exhaustive dans l’axe 2 de cette introduction. 

 

Les altérations génétiques de ces gènes majeurs dans le processus d’initiation et de transformation 

tumorale peuvent également être accompagnées d’autres mutations.  C’est notamment le cas du gène 

GNAS, codant pour une sous unité des protéines G hétérotrimériques, mais aussi du gène RNF43, 

fréquemment mutés dans les IPMN mais peu dans les PanIN et les MCN (Wood et al., 2019). D’autres 

mutations, moins fréquentes mais souvent associées aux adénocarcinomes pancréatique familiaux, 

touchant BRCA1/2, ATM, PALB2 ou encore PRSS1 ont été répertoriées (Diaz and Lucas, 2019; Wood 

et al., 2019). 

 

L’émergence des études -omiques a permis la mise évidence de groupes de gènes mutés, permettant la 

classification des ADKP en sous types moléculaires (Jones et al., 2008; Pishvaian et al., 2018; Raphael 
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et al., 2017). En effet, outre les quatre gènes drivers identifiés par l’étude de Jones et al. (Jones et al., 

2008), des gènes impliqués dans la réparation à l’ADN (e.g. BRCA, ATM), dans les voies de signalisation 

cellulaire (e.g. TGFβR2, FGFR4) des oncogènes (e.g. MYC, GATA6),  ou encore des gène impliqués 

dans le remodelage de la chromatine (MLL3/4 par exemple) sont altérés dans les adénocarcinomes 

pancréatiques (Raphael et al., 2017). Ces études ont également déterminé d’autres gènes « drivers » tels 

que BRAF (dénommé « drivers alternatifs ») dans les ADKP KRASWT. Aussi, l’étude de Nicolle et al. 

proposent une nouvelle classification des adénocarcinomes pancréatiques en différents groupes 

moléculaires permettant notamment de prédire la réponse des patients au FOLFIRINOX, et ainsi, 

d’orienter les patients vers d’autres protocoles ou d’autres thérapies personnalisées/ciblées (Nicolle et 

al., 2020; Pishvaian et al., 2018). 

 

Enfin, l’intégrité génomique peut aussi être affectée par le raccourcissement des télomères, observé 

principalement dans les PanIN, favorisant l’accumulation d’anomalies chromosomiques et donc, le 

développement de l’hétérogénéité et de l’agressivité tumorale (van Heek et al., 2002; Hong et al., 2011). 

 

Les ADKP résultent donc de l’accumulation progressive de mutations, plus ou moins fréquentes, créant 

de fait, une hétérogénéité inter-tumorale entre patients. 

 

b. Modulation de la signalisation cellulaire 

 

Les altérations génétiques qui s’accumulent au cours de la progression tumorale affectent les voies de 

signalisation cellulaire. Parmi les plus dérégulées et les plus étudiées, on retrouve l’ensemble des voies 

liées aux facteurs de croissance mais aussi des voies de régulation développementales majeures, telles 

que Hedgehog, Wnt/β-catenine ou encore la voie Notch (Javadrashid et al., 2021; Jones et al., 2008; 

McCleary-Wheeler et al., 2012). 

 

A titre d’exemple, la voie de signalisation Hedgehog, classiquement associée à l’embryogenèse et la 

morphogenèse (McMahon et al., 2003), se trouve dérégulée dès les stades précoces de la carcinogenèse 

pancréatique – e.g. PanIN de bas grade - (Morton et al., 2007; Thayer et al., 2003). En effet, la mutation 

activatrice de KRAS, dans les stades précoces de la carcinogenèse pancréatique, est notamment 

impliquée dans l’activation de la voie Hedgehog, favorisant la prolifération et la survie des cellules 

tumorales pancréatiques (Ji et al., 2007; Morton et al., 2007). Par ailleurs, dans les stades plus tardifs de 

la carcinogenèse, la dérégulation de la voie Hedgehog est associée à la stimulation de l’angiogenèse et 

du caractère invasif des ADKP (Bailey et al., 2009; Bausch et al., 2020). Cette dérégulation de 

signalisation peut également activer la voie Wnt/β-catenine, également impliquée dans le 

développement. Dans ce contexte tumoral, la voie Wnt est impliquée dans la prolifération et la survie 
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des cellules cancéreuses (Pasca di Magliano et al., 2007). D’autres études ont également montré 

l’implication de cette voie dans la métaplasie acino-canalaire induite par la mutation de KRAS (Zhang 

et al., 2013b). 

 

D’autres voies sont caractérisées par leur ambivalence fonctionnelle dans les adénocarcinomes 

pancréatiques. C’est notamment le cas de la voie du facteur de croissance TGF-β, qui est l’une des voies 

la plus affectée par les mutations dans l’adénocarcinome pancréatique. En effet, la quasi-totalité des 

tumeurs possède une mutation d’un des acteurs de la voie du TGF-β (Jones et al., 2008; Truty and 

Urrutia, 2007). Les mutations les plus communes sont celles du récepteur 2 (TGFβRII) et de la protéine 

SMAD4 (co-SMAD).  

 

Les caractéristiques de cette voie complexe et son implication fonctionnelle dans les ADKP sont décrites 

dans la seconde partie de cette introduction, afin de fixer le cadre de mon travail de thèse. 
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II- Le TGF-β : signalisation et rôles physiologiques

La superfamille du TGF-β (Transforming Growth Factor Beta) comprend plus de 30 membres, classés 

en deux grands groupes fonctionnels : les BMPs (Bone Morphogenetic Proteins) et le TGF-β. Le groupe 

des BMPs comprend les neuf BMPs, quelques GDFs (Growth and Differentiation Factors) et l’hormone 

anti-mullërienne (AMH). Le groupe du TGF-β comprend les trois isoformes du TGF-β, les activines, la 

protéine Nodal et d’autres GDFs. Bien qu’elles possèdent un panel d’action très large, avec plus ou 

moins de redondance, les protéines de cette superfamille présentent des structures similaires et 

conservées (Hinck et al., 2016; Weiss and Attisano, 2013). 

Le TGF-β est une cytokine hautement conservée, ubiquitaire et aux rôles multiples. En effet, le TGF-β 

possède un large spectre d’actions physiologiques, tant au niveau développemental que lors de la vie 

adulte. Cependant, les dérégulations des voies de signalisation de cette cytokine sont associées à de 

nombreux processus pathologiques, notamment dans les cancers. 

a. Synthèse, sécrétion & biodisponibilité du TGF-β

Chez les mammifères, trois isoformes du TGF-β sont décrits, le TGF-β1, majoritaire, le TGF-β2 et le 

TGF-β3, chacun codés par un gène différent, respectivement localisés sur les chromosomes 19, 1 et 14 

(Barton et al., 1988; Fujii et al., 1986). Ils possèdent les mêmes récepteurs, contiennent des régions 

hautement conservées (plus de 70% d’homologie) mais divergent de quelques acides aminés (Hinck, 

2012; Kubiczkova et al., 2012). Si on observe une redondance fonctionnelle des isoformes du TGF-β in 

vitro, l’invalidation de chacune d’entre elles conduit à des phénotypes différents dans des modèles 

murins, suggérant une spécificité fonctionnelle du TGF-β1, TGF-β2, et TGF-β3, dans des tissus donnés 

(Brunet et al., 1995; Sanford et al., 1997; Shull et al., 1992).  

Les trois isoformes sont traduits en précurseurs d’environ 50-kDa, appelés pré-pro-protéines, composés 

d’un peptide signal (N-Terminal), du LAP (Latency-Associated Peptide) et du TGF-β mature (C-

Terminal). Les précurseurs subissent de nombreuses étapes de maturation intracellulaire avant d’être 

sécrétés, toujours sous une forme inactive (Derynck and Budi, 2019; Travis and Sheppard, 2014).  

Tout d’abord, le peptide signal est excisé. Le pro-peptide restant transloque dans le lumen du réticulum 

endoplasmique pour être assemblé en dimère, relié par des ponts disulfures. Clivés par une furine au 

niveau de l’appareil de Golgi, le LAP et le TGF-β se trouvent alors liés par des liaisons non covalentes, 

formant le Small Latent Complex (SLC). Le SLC représente la forme mature mais inactive du TGF-β. 

En effet, la conformation acquise par le SLC masque le site de fixation du TGF-β à ses récepteurs, 

permettant donc de réguler sa biodisponibilité (Herpin et al., 2004; Khalil, 1999). Le SLC est ensuite 
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Figure 10 – Synthèse et activation du TGF-β

Adapté de Derynck et Budi, Science Signaling ; 2019
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sécrété et séquestré dans la matrice jusqu’à son activation. Cette séquestration est orchestrée par la 

protéine matricielle LTBP (Latent TGF-β Binding Protein), qui se lie au SLC pour former le LLC (Large 

Latent Complex). Le LLC s’associe aux protéines de la matrice extracellulaire (e.g. fibronectine, 

fibrilline) par le biais du LTBP qui possède des sites de liaisons à ces protéines (Fontana et al., 2005; 

Isogai et al., 2003; Kantola et al., 2008; Robertson et al., 2015), piégeant de fait le TGF-β et empêchant 

son association à ses récepteurs. Des études ont montré que le SLC pouvait s’assembler directement 

avec le LTBP au moment de sa synthèse intracellulaire, et ainsi, être sécrété directement sous la forme 

LLC (Miyazono et al., 1991; Robertson and Rifkin, 2016). Le TGF-β latent peut aussi être séquestré à 

la membrane plasmique de certaines cellules en se liant au GARP - Glycoprotein A Repetition 

Predominant Protein - (Wang et al., 2012), protéine membranaire exprimée à la surface de certaines 

cellules tumorales,  des lymphocytes T régulateurs, des cellules de l’endothélium ou encore des 

plaquettes (Metelli et al., 2016; Stockis et al., 2009, 2017; Tran et al., 2009).   

 

La séquestration du TGF-β latent permet la régulation de sa biodisponibilité, et fait notamment de la 

matrice extracellulaire, un véritable réservoir rapidement mobilisable (Moustakas and Heldin, 2009; 

Robertson et al., 2015).  

 

b. Activation du TGF-β 

 

Le TGF-β sécrété sous une forme inactive, masqué par le LAP et associé ou non au LTBP (ou à GARP 

dans certain cas), doit subir un processus d’activation pour se lier à ses récepteurs et ainsi, activer ses 

cascades de signalisation intracellulaires. Divers processus d’activation, de nature physico-chimiques 

ou protéiques, peuvent permettre le démasquage du TGF-β actif. Cette étape d’activation, par 

élimination du LAP, constitue la seconde phase de régulation de la biodisponibilité du TGF-β 

(Robertson and Rifkin, 2016).  

 

Tout d’abord, différents facteurs physico-chimiques peuvent participer à l’activation du TGF-β latent. 

C’est notamment le cas des hautes températures et des variations de pH, qui déclenchent la dégradation 

du LAP (Brownh et al., 1990; Lyons et al., 1988). Cependant, la pertinence in vivo de ce processus 

d’activation reste très limitée. Les études de Barcellos-Hoff et al. ont permis de montrer l’implication 

des radiations ionisantes dans l’activation du TGF-β, par la stimulation de la production de ROS 

(Reactive Oxygen Species) (Barcellos-Hoff and Dix, 1996; Barcellos-Hoff et al., 1994). Ce phénomène 

a été confirmé in vivo, puisqu’une exposition aux ultra-violets suffit à stimuler la production de ROS, 

permettant l’activation du TGF-β latent (Wang and Kochevar, 2005). Les contraintes de cisaillement 

appliquées au sang ont également été identifiées comme facteur d’activation d’une partie du TGF-β 

latent lié au LTBP (Ahamed et al., 2008; Kouzbari et al., 2019; Walshe et al., 2013). Enfin, il a été 
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montré que les forces induites par la contraction des myofibroblastes potentialisaient l’activation du 

TGF-β latent (Klingberg et al., 2014; Wipff et al., 2007). Cependant, les mécanismes exacts de ces 

contraintes biophysiques restent encore mal décrits.  

Au-delà de son rôle de réservoir du TGF-β latent, des modifications de l’organisation de la matrice 

extracellulaire sont également impliquées dans l’activation du TGF-β. En effet, certaines protéines de 

la matrice peuvent modifier la structure du SLC et ainsi libérer le TGF-β actif.  

Ainsi, la thrombospondine-1 (TSP-1), sécrétée par les fibroblastes, les plaquettes et les cellules 

endothéliales notamment, fait partie des protéines de la matrice capables de se lier au LAP. TSP-1 

possède une séquence peptidique - KRFK - susceptible de se lier à une séquence spécifique du LAP 

(LSKL), permettant la dissociation entre le LAP et le TGF-β actif, rendant ce dernier accessible à son 

récepteur (Crawford et al., 1998; Ribeiro et al., 1999). Les souris déficientes en TSP-1 présentent des 

pathologies similaires (e.g. inflammation hyperplasie), mais moins sévères que les souris déficientes 

pour le TGF-β1, qui ne survivent pas au-delà de quatre semaines (Crawford et al., 1998; Lawler et al., 

1998). Plus récemment, notre laboratoire a démontré que la protéine matricielle Tenascine-X (TNX), et 

plus précisément son domaine C-Terminal FBG (Fibrinogen-like) était capable d’induire l’activation du 

TGF-β latent (Alcaraz et al., 2014). De plus, nous avons montré que l’intégrine ⍺11β1 interagit avec le 

domaine FBG de la TNX et joue donc un rôle majeur dans l’activation du TGF-β (Alcaraz et al., 2014). 

Par ailleurs, la structure du SLC est composée de sites protéolytiques accessibles aux enzymes de la 

matrice. L’implication de protéases dans l’activation du TGF-β a de fait été largement étudiée. La 

plasmine, une enzyme résultant de l’activation du plasminogène, peut cliver le LAP permettant la 

libération du TGF-β actif (Lyons et al., 1990). Les métallo-protéinases matricielles (MMP) sont des 

enzymes spécialisées dans la dégradation des composants de la matrice extracellulaire. Certaines MMP, 

telles que MMP2, MMP9, MMP13 et MMP14, sont également retrouvées dans les processus 

d’activation du TGF-β de manière directe, et même parfois indirectement par l’action synergique des 

intégrines (Jenkins, 2008; Wang et al., 2006; Wipff and Hinz, 2008; Yu and Stamenkovic, 2000).  

Les intégrines constituent en effet le dernier groupe de facteurs capable d’activer le TGF-β. Certaines 

intégrines ont la capacité de se lier au motif RGD - Arginine-Glycine-Aspartate - exprimé par certaines 

protéines dont le LAP : il s’agit des intégrines ⍺vβ1, ⍺vβ6 et ⍺vβ8 (Laine et al., 2021; Robertson and 

Rifkin, 2016; Shi et al., 2011; Wipff and Hinz, 2008). Ces trois intégrines sont alors capables d’interagir 

directement avec le domaine RGD du LAP-TGF-β1 et du LAP-TGF-β3, puisque le LAP-TGF-β2 ne 

possède pas de motif RGD complet (Hinck et al., 2016). Dans la plupart des cas, la sous-unité ⍺v de 

l’intégrine se lie au motif RGD du LAP, alors que la sous-unité β interagit avec le cytosquelette d’actine 

de la cellule, qui exerce la force de traction pour la libération du TGF-β. Il est à noter que certaines 

43



Figure 11 – Fixation du TGF-β avec ses récepteurs membranaires

Adapté de Derynck et Budi, Science Signaling ; 2019
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interactions LAP-intégrines nécessitent l’intervention d’une protéase (e.g. MMP14) pour que le TGF-β 

soit libéré du LAP (Mu et al., 2002). En 2011, l’étude de Glinka et al. a mis en évidence, in vitro, le rôle 

de la neuropiline 1 (NRP-1) dans l’activation du TGF-β, lorsque ce dernier est associé à l’intégrine ⍺vβ3 

dans un contexte tumoral (Glinka et al., 2011).  

L’ensemble de ces mécanismes d’activation ajoutent un niveau supplémentaire à la régulation fine de la 

biodisponibilité du TGF-β, et donc à la modulation de la transduction des voies de signalisation régulées 

par cette cytokine. 

c. Signalisation intracellulaire du TGF-β

In vivo, le TGF-β actif possède une demi-vie très courte, de l’ordre de deux à trois minutes. Une fois 

libéré de son LAP, le TGF-β a donc un laps de temps réduit pour se lier à ses récepteurs afin d’initier 

l’activation de voies de signalisation. On distingue deux groupes de voies de signalisation induites par 

le TGF-β, les voies dites canoniques (ou SMAD-dépendantes) et les voies non-canoniques (ou SMAD-

indépendantes). Ces voies, aux fonctions multiples et parfois redondantes, impliquent de nombreux 

acteurs cellulaires et sont finement régulées.  

i. Les récepteurs au TGF-β

Il existe deux types de récepteurs principaux au TGF-β, les récepteurs de type I (TGFβR1) et les 

récepteurs de type II (TGFβR2). Ces récepteurs transmembranaires possèdent des rôles bien définis dans 

la liaison et l’activation des voies de signalisation. Le TGF-β-récepteur de type I (TGFβR1 ou ALK5) 

doit être phosphorylé pour être actif, alors que le TGF-β-récepteur de type II (TGFβR2) possède une 

activité kinase constitutivement activée (Lin et al., 1992). Néanmoins, ils partagent des similitudes de 

structure, avec une région extracellulaire riche en cystéines, une région transmembranaire, et une région 

intracellulaire à activité Sérine/Thréonine kinase (Heldin and Moustakas, 2016; Hinck, 2012; Weiss and 

Attisano, 2013). 

Une fois sous leur forme active, les trois isoformes du TGF-β partagent le même complexe 

hétérotétramérique de récepteurs, composé d’un homodimère TGFβR1 et d’un homodimère TGFβR2 

(Ehrlich et al., 2012; Gilboa et al., 1998; Heldin and Moustakas, 2016). Les ligand TGF-β 1 et 3 

possèdent une affinité supérieure pour le TGFβR2 par rapport au TGFβR1 (Groppe et al., 2008). En 

revanche, le ligand TGF-β2 possède une moins forte affinité pour les récepteurs et sa liaison nécessite 

la contribution d’un co-récepteur, le TGF-β-récepteur de type III (TGFβR3, ou récepteur accessoire au 

TGF-β). Le TGFβR3 facilite également la liaison du ligand TGF-β1 avec ses récepteurs (Esparza-Lopez 
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et al., 2001). D’autres co-récepteurs au TGF-β ont été décrits dans un contexte tumoral, notamment 

l’endogline ou la neuropiline 1 (Barbara et al., 1999; Glinka et al., 2011; Pérez-Gómez et al., 2010).  

La liaison du ligand TGF-β avec l’homodimère TGFβR2 déclenche le recrutement de l’homodimère 

TGFβR1 et ainsi, induit la formation d’un complexe hétérotétramèrique stable. Ce recrutement 

s’accompagne d’une phosphorylation du TGFβR1, et plus précisément de son domaine GS (riche en 

glycines et sérines), par le TGFβR2 constitutivement actif (Groppe et al., 2008; Wrana et al., 1994). Une 

fois phosphorylé, le TGFβR1 transduit une cascade intracellulaire via son activité kinase, en 

phosphorylant les acteurs protéiques intracellulaires de la voie du TGF-β. 

Les délétions hétérozygotes de TGFβR1 ou du TGFβR2 chez la souris n’induisent pas de phénotype 

particulier, alors que la délétion homozygote d’un des deux récepteurs n’est pas viable (e.g. défauts 

cardio-vasculaires majeurs), attestant de l’importance fonctionnelle des 2 récepteurs dans la transduction 

des signaux TGF-β (Dickson et al., 1995; Larsson et al., 2001; Oshima et al., 1996). 

 

Au-delà des régulations de la biodisponibilité du TGF-β latent et mature, la disponibilité des récepteurs 

peut également être modifiée. C’est notamment le cas avec le récepteur TrkC qui est décrit, dans les 

cancers, comme pouvant s’associer au récepteur TGFβR2, bloquant ainsi le recrutement de TGFβR1, et 

donc l’activation de la voie du TGF-β (Jin et al., 2007). Par ailleurs, la protéine BAMBI,  un inhibiteur 

des BMP et activines, a également été identifié comme perturbateur de la formation du complexe 

hétérotétramérique en se liant avec le TGFβR1 (Onichtchouk et al., 1999). D’autres protéines 

membranaires (e.g. cadhérines, occludines, intégrines) peuvent également interagir avec les récepteurs, 

et ainsi, potentialiser ou moduler le signal en aval de ces derniers (Heldin and Moustakas, 2016). Par 

ailleurs, suite à la fixation du TGF-β, l’internalisation par endocytose des récepteurs - clathrine ou 

cavéoline-dépendante - permet également une régulation de leur disponibilité à la membrane. Les 

endosomes déclenchent alors la dégradation lysosomale des complexes ligand-récepteurs ou le 

recyclage des récepteurs à la membrane pour la liaison d’un éventuel autre ligand (Chen, 2009; Di 

Guglielmo et al., 2003; Vander Ark et al., 2018).  

Un autre type de régulation, médié par l’ubiquitinylation, est également décrit dans le cas des récepteurs 

au TGF-β. L’ubiquitinylation nécessite la présence de la protéine SMAD7 (I-SMAD, Inhibitory 

SMAD), qui peut interagir directement avec le TGFβR1 et recruter les ubiquitines ligases pour stopper 

la signalisation induite par la fixation du TGF-β à ses récepteurs (Yan and Chen, 2011). Différentes 

ubiquitines ligases sont impliquées dans ce processus. Les plus étudiées sont SMURF1 et SMURF2, 

mais l’implication de NEDD4-2 et de WWP1 a également été démontrée. L’ubiquitinylation du 

récepteur de type I permettra la dégradation du complexe ligand récepteur par le protéasome ou le 

lysosome (Ebisawa et al., 2001; Huang and Chen, 2012; Kavsak et al., 2000). Enfin, SMAD7 est 

également indirectement impliquée dans les processus de déphosphorylation du TGFβR1 par le 
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Figure 12 – Les protéines SMAD impliquées dans la voie canonique du TGF-β

Adapté de Derynck et Budi, Science Signaling ; 2019
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recrutement de GADD34 et de la protéine phosphatase 1 (PP1), inhibant l’activation des effecteurs de 

la voie (Shi et al., 2004). 

 

Les récepteurs au TGF-β, point de départ de la signalisation, sont donc soumis à de nombreuses 

régulations. L’ensemble de ces signaux potentialisent ou inhibent les cascades de signalisations du TGF-

β, divisées en deux groupes : la voie canonique et les voies non-canoniques. 

 

ii. La voie canonique du TGF- β 

 

1. Les SMAD, effecteurs centraux de la voie canonique 

 

La liaison du ligand et l’activation des récepteurs permet le recrutement et la phosphorylation des 

effecteurs cytoplasmiques de la voie canonique du TGF-β, appartenant à la famille des facteurs de 

transcription SMAD (Sma and Mothers Against Decapentaplegic related proteins). La famille des 

SMAD est également phosphorylée en réponse aux BMP, à l’AMH, aux activines et à nodal.  

 

Il existe huit protéines SMAD, divisées en trois groupes distincts : 

- R-SMADs, correspondant aux acteurs immédiatement régulés par les récepteurs 

- co-SMAD, relatif au facteur commun aux R-SMAD 

- I-SMAD, pour les SMAD dits inhibiteurs des voies de signalisation 

 

Il existe cinq R-SMAD, SMAD2 et SMAD3 étant phosphorylées en réponse au TGF-β, aux activines et 

à Nodal, alors que SMAD1, SMAD5 et SMAD9 (aussi connues sous le nom de SMAD8) sont 

phosphorylées en réponse aux BMP ou à l’AMH. De manière général, les R-SMAD ont la capacité de 

se lier directement aux récepteurs pour être phosphorylées par leurs sous-unités kinases. Une fois les R-

SMAD phosphorylées, elles pourront former un complexe avec l’unique co-SMAD (SMAD4), et ainsi, 

être transloquées dans le noyau pour exercer leur rôle de facteurs de transcription. Les I-SMAD, au 

nombre de deux (SMAD6 et SMAD7), sont impliquées dans les processus de régulations et de 

rétrocontrôles des voies (Derynck and Budi, 2019; Massague and Wotton, 2000). 

Il est important de mentionner que ce modèle n’est pas si cloisonné, puisque le TGF-β peut induire la 

phosphorylation des SMAD1, 5 et 9 dans des cellules endothéliales ou tumorales (Daly et al., 2008). 

Cependant, cette partie abordera les mécanismes spécifiques aux protéines de la voie canonique du TGF-

β, à savoir SMAD2, SMAD3 et SMAD4.   

 

SMAD2, SMAD3 et SMAD4 présentent une homologie de structure avec un domaine MH1 (Mad 

Homology 1) en N-Terminal, un domaine linker central et un domaine MH2 (Mad Homology 2) en C-
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Terminal. Les I-SMAD diffèrent principalement par l’absence du domaine MH1 (Hata and Chen, 2016; 

Weiss and Attisano, 2013). 

 

Le domaine MH1 est responsable de la liaison des SMAD à l’ADN. En effet, cette région protéique 

porte une séquence de localisation nucléaire (NLS), permettant aux R-SMAD et à SMAD4 d’être 

transloquées dans le noyau afin d’exercer leur rôle de facteurs de transcription. C’est également cette 

région qui dispose d’un domaine de liaison à l’ADN, organisé en structure dite « épingle à cheveux » 

(β-haripin), qui se lie au niveau de l’ADN aux séquences nucléotidiques spécifiques aux SMAD (SBE, 

SMAD Binding Element), également dénommées boites CAGA. Cependant, bien que SMAD2 possède 

cette séquence de fixation à l’ADN, il s’avère que cette protéine n’est pas retrouvée directement liée à 

la chromatine. Des analyses cristallographiques ont montré qu’une insertion de trente acides aminés – 

correspondant à l’exon 3 - immédiatement en aval de la séquence de fixation à l’ADN, perturbe la 

reconnaissance et la liaison de SMAD2 à la chromatine (Heldin and Moustakas, 2012; Massagué et al., 

2005; Shi et al., 1998; Weiss and Attisano, 2013). Par ailleurs, les R-SMAD peuvent être phosphorylées 

sur plusieurs résidus Sérine et Thréonine localisées dans le domaine MH1. Ces phosphorylations, 

médiées par les CDK ou les voies non-canoniques du TGF-β, sont pour la plupart responsables de 

l’inhibition du signal SMAD-dépendant (e.g. ubiquitinylation, régulation de l’activité) (Wrighton et al., 

2009). 

 

Le domaine MH2, positionné en C-Terminal, est associé à la formation des complexes SMAD. Pour les 

R-SMAD seulement, ce domaine est également impliqué dans les processus de fixation et de 

phosphorylation par les récepteurs de type I. En effet, une région du domaine MH2 est composée d’une 

suite de 17 acides aminés formant une structure appelée « L3 loop ». Cette structure permet l’interaction 

des R-SMAD avec leur récepteur, entrainant leur phosphorylation (Chacko et al., 2001; Lo et al., 1998).  

SMAD2 et SMAD3 possèdent des sites qui peuvent être phosphorylés par le domaine kinase de 

TGFβR1. Ces sites sont caractérisés par la présence de deux résidus sérines au sein de motifs de type 

(S)SXS - (Sérine)-Sérine-Autre-Sérine - (Wrighton et al., 2009). Ces phosphorylations ont pour 

conséquences i) la formation de dimères de R-SMAD phosphorylées, ii) l’association de ces dimères 

avec SMAD4, formant ainsi des hétérotrimères. Il existe trois types d’hétérotrimères : SMAD2-

SMAD2-SMAD4, SMAD2-SMAD3-SMAD4 et SMAD3-SMAD3-SMAD4. Sous cette forme 

hétérotrimérique, le complexe SMAD peut s’associer à d’autres facteurs protéiques (Chacko et al., 2001, 

2004; Massagué et al., 2005). Le domaine MH2 est également caractérisé par la présence d’une séquence 

signal d’export nucléaire (NES, Nuclear Export Signal), participant à l’export des R-SMAD et Co-

SMAD hors du noyau. En alternance avec l’action du NLS, cette région supportera la fonction de navette 

entre le noyau et le cytoplasme, essentielle aux fonctions des SMAD (Chen and Xu, 2011).  
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Figure 13 – La voie canonique du TGF-β 

Adapté de Derynck et Budi, Science Signaling ; 2019
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Le Linker, région centrale entre les deux domaines Mad Homology, est riche en résidus sérines et 

thréonines phosphorylables par les kinases des voies non canoniques du TGF-β ou encore les kinases 

dépendantes des cyclines (CDK). La plupart du temps, ces phosphorylations conduisent à la régulation 

négative de la voie canonique du TGF-β (Massagué, 2003; Wrighton et al., 2009). Cependant, des études 

ont montré que les phosphorylations du linker des R-SMAD étaient à l’origine de mécanismes 

complexes, notamment dans les cancers,  indépendamment de la phosphorylation C-Terminal induit par 

le récepteur au TGF-β (Kamato et al., 2020; Murata et al., 2014; Sekimoto et al., 2007). Par ailleurs, la 

région linker est également la cible des ubiquitines ligases telles que SMURF2 ou NEDD4L, conduisant 

à la dégradation des SMAD par le protéasome (Gao et al., 2009; Zhang et al., 2001). 

Comme mentionné dans la partie précédente, l’endocytose clathrine-dépendante des récepteurs est un 

mécanisme de régulation des voies du TGF-β. Cependant, il a été montré que l’endocytose pouvait 

également potentialiser la propagation intracellulaire du signal du TGF-β, médiée par les SMAD 

(Penheiter et al., 2002). 

En résumé, une fois phosphorylées par TGFβR1 au niveau des sérines du domaine MH2, SMAD2 et 

SMAD3 forment alors un hétérotrimère avec SMAD4, déclenchant leur translocation dans le noyau et 

le recrutement d’autres co-facteurs (e.g. facteurs de transcription, histones acétyltransférases, 

méthyltransférases) afin de réguler l’expression des gènes cibles (Derynck and Budi, 2019). La structure 

en épingle à cheveux du domaine MH1 permet la liaison à l’ADN de SMAD3 et de SMAD4. SMAD2 

ne pourra pas se lier à l’ADN du fait d’un insert, correspondant à l’exon 3 de SMAD2, qui interfère avec 

la structure en épingle à cheveux (Shi et al., 1998). Une séquence spécifique, appelée CAGA ou SMAD 

Binding Element (SBE), permet la fixation à la chromatine du domaine MH1 de SMAD3 et de SMAD4 

(Shi et al., 1998; Zawel et al., 1998). La spécificité de la réponse cellulaire au TGF-β est contexte-

dépendant puisqu’elle varie en fonction des différents partenaires protéiques du complexe SMAD 

(Massague and Wotton, 2000; Massagué, 2000; Seoane et al., 2004).   

Il existe en effet une compétition entre SMAD4 et d’autres facteurs à même de se lier aux protéines 

SMAD2 et SMAD3. Par exemple, le Facteur Transcriptionnel Intermédiaire 1< (TIF1<), ou encore 

IKKα, lorsqu’ils forment un complexe avec SMAD2 et/ou SMAD3, régulent respectivement, la 

différenciation des cellules progénitrices hématopoïétiques ou la prolifération et la différenciation des 

kératinocytes (Descargues et al., 2008; He et al., 2006).  

Outre ses rôles dans la transcription des gènes, la voie de signalisation SMAD-dépendante est également 

impliquée dans des processus de régulations des ARN. En effet, les R-SMAD peuvent s’associer à divers 

cofacteurs capables de réguler l’épissage des ARN, la maturation des micro-ARN ou encore la 
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méthylation des ARN messagers (Bertero et al., 2018; Davis et al., 2008; Derynck and Budi, 2019; 

Tripathi et al., 2016).  

2. Régulation de la voie canonique

La voie canonique du TGF-β est finement régulée. 

Certains facteurs peuvent la potentialiser. C’est notamment le cas de la protéine liée à la membrane 

SARA (SMAD Anchor for Receptor Activation), qui facilite et stabilise l’association de SMAD2 et 

SMAD3 avec TGFβR1, et favorise de fait la phosphorylation de ces R-SMAD (Miura et al., 2000; 

Tsukazaki et al., 1998). C’est aussi le cas de certains corécepteurs du TGF-β décrits dans la partie II-c-

i. D’autres facteurs protéiques (e.g. p300, CREB) appelés co-activateurs des SMAD, peuvent se lier au 

complexe hétérotrimérique pour favoriser la liaison à la chromatine et la régulation des gènes cibles 

(Derynck and Zhang, 2003).  

De nombreux mécanismes de régulations négatives de la voie canonique du TGF-β sont également 

décrits dans la littérature. L’un des plus étudiés est l’action de la protéine SMAD7, qui est d’ailleurs 

codé par un gène cible de la voie canonique du TGF-β. Cette protéine SMAD inhibitrice (I-SMAD) peut 

réguler l’action des R-SMAD par compétition à la fixation au domaine kinase du récepteur TGFβR1. 

La fixation de SMAD7 au niveau de TGFβR1 favorise le recrutement des ubiquitines ligases 

SMURF1/2, contrôlant la dégradation - par le protéasome et le lysosome - des récepteurs et des R-

SMAD. D’autres études ont montré que SMAD7 pouvait réguler la fixation des complexes SMAD au 

niveau de la chromatine, empêchant ces facteurs de transcription d’agir sur leurs gènes cibles (Massagué 

and Chen, 2000; Miyazawa and Miyazono, 2017). Les SMAD peuvent aussi s’associer avec des co-

répresseurs transcriptionnels tels que SKI ou SNON, dont l’expression est également régulée par le 

TGF-β, qui empêchent la formation du complexe hétérotrimérique ou qui permettent le recrutement 

d’autres co-répresseurs et histones déacétylases s’opposant à la régulation des gènes cibles (Deheuninck 

and Luo, 2009; Luo et al., 1999).  

Comme mentionné auparavant, les SMAD possèdent des sites de phosphorylation au niveau de la région 

linker, pouvant conduire à leur inhibition. Ainsi, la kinase ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase) 

fait partie des acteurs pouvant phosphoryler le linker des SMAD. Cette phosphorylation conduit à leur 

séquestration cytoplasmique, et les empêche ainsi d’exercer leur rôle de facteurs de transcription 

(Kretzschmar et al., 1999; Wrighton et al., 2009). Par ailleurs, l’interaction des R-SMAD avec la 

protéine FoxH1 déclenche la séquestration nucléaire des R-SMAD, même sous leur forme inactive (Xu 

et al., 2002). SMAD4 peut également être phosphorylée (Thréonine 276) par la protéine ERK conduisant 

à sa séquestration dans le noyau (Roelen et al., 2003). Enfin, la régulation du signal par les phosphatases 

permet de mettre fin au signal induit par le TGF-β. En effet, il a été montré que l’export des SMAD hors 
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du noyau était dépendant de la déphosphorylation des R-SMAD. Plusieurs phosphatases sont impliquées 

dans ce processus : on peut notamment citer la protéine phosphatase 1A (PPM1A). Cette 

déphosphorylation permet la dissociation du complexe hétérotrimérique, le transfert nucléo-

cytoplasmique, mais favorise également la dégradation des R-SMAD (Bruce and Sapkota, 2012; Lin et 

al., 2006; Wrighton et al., 2009). 

Enfin, des modifications post-traductionnelles régulent l’activité des SMAD. C’est le cas des 

ubiquitinylations sur les résidus lysines des R-SMAD, par des ubiquitines ligases de type SMURF ou 

NEDD4, par exemple. Ces ubiquitinylations sont responsables de l’inhibition de la liaison à l’ADN ou 

de la dégradation des R-SMAD, mettant fin à la signalisation intracellulaire du TGF-β (Soond and 

Chantry, 2011; Xu et al., 2016). D’autres modifications, telles que les sumoylations ou l’acétylation, 

peuvent également affecter les lysines des SMAD. Généralement, ces deux processus ne sont pas 

responsables de la dégradation des SMAD, mais sont impliqués dans la régulation de leur localisation 

cellulaire et de leur association avec d’autres facteurs protéiques (Khodzhigorova et al., 2012; Tu and 

Luo, 2007; Xu et al., 2016).   

La voie canonique du TGF-β repose donc sur l’activité des SMAD, capables de s’associer à de multiples 

co-facteurs pour réguler la transcription d’un grand nombre de gènes impliqués dans des processus 

multiples. 

iii. Les voies non-canoniques du TGF- β

Des voies de signalisation indépendantes des SMAD sont également induites par le TGF-β. Ces voies, 

dites “non-canoniques”, peuvent aussi être stimulées en réponse à d’autres facteurs de croissance, tels 

que le FGF, le PDGF ou encore le VEGF. Les nombreux effecteurs de ses voies, ainsi que leurs 

nombreuses interactions, participent au large spectre de gènes régulés par le TGF-β (Derynck and Budi, 

2019; Massagué, 2012; Moustakas and Heldin, 2005). 

Le TGFβR2, en plus de sa capacité à recruter et à activer le TGFβR1 par phosphorylation, peut 

également recruter et phosphoryler directement des acteurs de la signalisation intracellulaire, à même 

d’initier des voies de signalisation (Zhang, 2009).  

Généralement, on distingue trois groupes de voies de signalisations non-canoniques avec i) les voies 

dépendantes des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), telles que ERK (Extracellular signal-

Regulated Kinase), p38 ou encore JNK (c-Jun N-terminal Kinase), ii) la voie de la kinase 

phosphatidylinositol 3 (PI3K)-AKT, et iii) les voies liées aux petites GTPases (Derynck and Budi, 2019; 

Zhang, 2017). 
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Figure 14 – Les voies non-canoniques du TGF-β 

Adapté de Derynck et Budi, Science Signaling ; 2019
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1. Voie ERK-MAPK 

 

Tout d’abord, à l’instar d’autres récepteurs à tyrosine kinase, le récepteur au TGF-β peut recruter et 

activer très rapidement la protéine RAS, aboutissant à l’activation par phosphorylation des MAPK 

nommées ERK1/2 (Hartsough and Mulder, 1995; Zhang, 2017).  L’activation de RAS est dépendante 

du recrutement et de la phosphorylation de la protéine SHC1 (Src Homolog domain Containing 

transforming protein 1) par le récepteur au TGF-β, qui forme un complexe avec GRB2 (Growth factor 

Receptor Bound protein 2) et SOS (Son Of Sevenless) au niveau du récepteur (Lee et al., 2007). Une 

fois RAS activé, la cascade de signalisation des MAPK est initiée, en passant par RAF et MEK1/2, pour 

activer les protéines ERK1/2, déclenchant la régulation de la transcription de gènes impliqués dans la 

prolifération, la motilité, et plus particulièrement l’EMT - Transition Epithélio-Mésenchymateuse - (Lee 

et al., 2007; Mulder, 2000; Zhang, 2009). La phosphorylation des récepteurs au TGF-β permet 

également le recrutement de l’ubiquitine ligase TRAF6 (TNF Receptor-Associated Factor 6) capable de 

jouer le rôle de plateforme pour le recrutement et l’activation de la kinase TAK1 (TGF-β Activated 

Kinase 1) par ubiquitinylation (Yamashita et al., 2008). D’autres études ont montré un rôle similaire 

pour l’ubiquitine ligase TRAF4 (Zhang et al., 2013a). L’activation de TAK1 permet l’initiation de la 

voie des MAPK, notamment par l’activation de MEK4 et MEK3/6 qui permettront l’activation 

respective de JNK et p38. Ces MAPK sont particulièrement décrites dans l’activation de gènes impliqués 

dans les processus d’apoptose, de migration et d’invasion (Koul et al., 2013; Wagner and Nebreda, 2009; 

Zhang, 2017). 

 

2. Voie PI3K-AKT 

 

D’autre part, la voie PI3K/AKT est également activée par la fixation du ligand TGF-β sur son récepteur. 

AKT est une kinase impliquée dans de nombreux processus, notamment, la survie cellulaire, la 

prolifération ou encore le métabolisme (Zhang, 2017). PI3K peut se fixer de manière constitutive au 

récepteur de type 2 du TGF-β. Dans le cas de la liaison du TGF-β à son récepteur, PI3K pourra également 

lier le TGFβR1 (Yi et al., 2005). Les interactions avec le récepteur au TGF-β sont indirectes et 

nécessitent la présence de protéines telles que TRAF6 (Yang et al., 2009). PI3K génère alors du PIP3 

(Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate) qui module l’activité de plusieurs molécules dont AKT. Une 

fois activée, AKT peut réguler de nombreux facteurs de transcription, impliqués notamment dans l’EMT 

(e.g. SNAI1 ou TWIST) (Xue et al., 2012; Zhang, 2017; Zhou et al., 2004). En réponse au TGF-β, la 

protéine AKT activée régule de nombreux facteurs protéiques tels que GSK3β (Glycogen Synthase 

Kinase 3 Beta) ou les complexes mTOR (mammalian Target of Rapamycin) pour promouvoir 

l’augmentation de la taille cellulaire, la synthèse protéique, ou encore l’EMT (Lamouille and Derynck, 

2007; Lamouille et al., 2012; Zhang, 2017). Dans les cancers, cette voie est très souvent dérégulée 
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conduisant à une reprogrammation du métabolisme, l’inhibition de l’apoptose, la prolifération et la 

migration des cellules cancéreuses (Fresno Vara et al., 2004; Hennessy et al., 2005; Hoxhaj and 

Manning, 2020). Dans les cancers pancréatiques, l’activation constitutive de KRAS ou l’inactivation de 

l’inhibiteur de PI3K nommé PTEN, participent à la dérégulation de la voie PI3K-AKT, contribuant ainsi 

à la métaplasie acino-canalaire, la prolifération et la survie des cellules cancéreuses et à la résistance 

aux traitements (Baer et al., 2015). 

 

3. Voie des Rho-GTPases 

 

Enfin, l’activation du récepteur au TGF-β est associée à la régulation des Rho-GTPases, connues pour 

contrôler la motilité cellulaire, notamment en régulant la dynamique du cytosquelette. Dans les cellules 

épithéliales, le TGF-β, indépendamment des SMAD, permet le passage de la GTPases RhoA de sa forme 

inactive, liée au GDP, à sa forme active, liée au GTP : ceci favorise la transition épithélio-

mésenchymateuse par remodelage du cytosquelette d’actine (Bhowmick et al., 2001; Edlund et al., 

2002). Par ailleurs, RhoA-GTP peut activer la voie des MAPK, en phosphorylant directement p38 ou 

JNK (Coso et al., 1995; Javelaud and Mauviel, 2005).  De manière surprenante, l’étude d’Ozdamar et 

al. a montré qu’en réponse au TGF-β, le TGFβR2 régule négativement la voie RhoA en se localisant 

près des jonctions serrées. Plus précisément, suite à la liaison du ligand, le TGFβR2 recrute et 

phosphoryle la protéine PAR6, qui recrute à son tour l’ubiquitine ligase SMURF1. Ce complexe 

désactive la protéine RhoA (sous sa forme GDP), ce qui permet la dissolution des jonctions serrées, un 

processus indispensable à l’EMT (Ozdamar et al., 2005). D’autres protéines de la famille des petites 

GTPases, comme CDC42 (Cell Division Cycle 42) ou RAC1 (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 

1) sont régulées par les récepteurs au TGF-β indépendamment des SMAD. Ces GTPases pourront, à 

leur tour, réguler les voies des MAPK (Barrios-Rodiles et al., 2005; Melzer et al., 2017; Wilkes et al., 

2003).  

 

4. Régulation et interaction des voies non-canoniques 

 

Au même titre que la voie canonique, les voies non-canoniques sont également finement régulées. On 

peut citer, par exemple, l’endocytose des récepteurs au TGF-β, qui est cette fois-ci, cavéoline-

dépendante et qui favorise la propagation intracellulaire du signal. Les modulations de ces voies sont 

nombreuses, complexes et agissent au niveau des récepteurs et des acteurs intracellulaires des voies 

concernées (Hodge and Ridley, 2016; Huang et al., 2009; Ramos, 2008).  

 

Enfin, il s’avère qu’il existe de nombreuses interactions avec d’autres voies de signalisation. Les plus 

connues impliquent la voie des MAPK, qui interagit avec la voie canonique en phosphorylant  les SMAD 
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au niveau du linker ou en se liant avec le complexe SMAD hétérotrimérique, afin de réguler 

négativement leur activité (Javelaud and Mauviel, 2005; Massagué, 2003; Verrecchia et al., 2001). Les 

phosphorylations des SMAD par les MAPK et/ou les protéines kinases associées à Rho (ROCK) ne se 

limitent pas à leur modulation, puisque certaines phosphorylations (en N-Terminal ou au linker) 

confèrent un gain d’activité des SMAD qui coopèrent alors avec les voies non-canoniques (Funaba et 

al., 2002; Kamaraju and Roberts, 2005; Mori et al., 2004; Wrighton et al., 2009).  

La voie du TGF-β, par ses récepteurs ou ses acteurs intracellulaires, qui interagit également avec des 

acteurs des voies JAK/STAT, NFκB ou encore YAP/TAZ, dans des contextes fibrotiques ou 

oncogéniques par exemple (Derynck and Budi, 2019; Di-Luoffo et al., 2021; Freudlsperger et al., 2013; 

Gingery et al., 2008; Tang et al., 2017). 

 

Cette liste (non exhaustive) des interactions entre les voies du TGF-β et d’autres voies de signalisation 

montre les régulations nombreuses et complexes qui règnent au sein de la cellule.  

 

En résumé, la fixation du TGF-β sur ses récepteurs induit l’activation de nombreux facteurs 

intracellulaires, initiant des voies de signalisation impliquées dans des mécanismes - parfois 

antinomiques - de prolifération, de migration, d’invasion, de survie ou encore d’apoptose. L’ensemble 

de ces voies et des interactions participe à la diversité des gènes régulés et renforce donc le caractère 

pléiotropique du TGF-β. 

 

 

d. Les rôles physiologiques du TGF- β 

 

La diversité et la complexité des voies de signalisation initiées par le TGF-β permettent d’expliquer la 

multiplicité des processus régulés par cette cytokine. Cette partie - non exhaustive - est dédiée à la 

description des principales fonctions biologiques du TGF-β, allant du développement à la mort 

cellulaire.  

 

i. TGF-β et développement 

 

Au cours du développement et de l’organogenèse, le TGF-β est particulièrement décrit pour ses 

capacités à induire des mécanismes impliqués dans la transition épithélio-mésenchymateuse, la 

migration, la différenciation ou l’apoptose (Wu and Hill, 2009). Ces mécanismes sont très finement 

régulés temporellement et spatialement. L’élaboration de multiples modèles murins génétiquement 

modifiés a permis d’étudier les rôles de la voie du TGF-β dans le développement (Dunker and 

Krieglstein, 2000).  
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Les délétions hétérozygotes de TGFβR1 ou de TGFβR2 chez la souris ne déclenchent pas de phénotype 

particulier, alors que la délétion homozygote d’un des deux récepteurs conduit à la mort prématurée des 

souris (défauts cardio-vasculaires majeurs entre autres) (Dickson et al., 1995; Larsson et al., 2001; 

Oshima et al., 1996; Wurdak et al., 2005). Dès les stades précoces du développement, le TGF-β joue 

notamment un rôle important dans la migration et la différenciation des cellules des crêtes neurales (Le 

Douarin and Dupin, 2003). L’étude de Wurdak et al. montre en effet que l’inactivation de TGFβR2 chez 

la souris empêche la différenciation des cellules des crêtes neurales, contribuant à des malformations 

cardiaques et à diverses anomalies non-viables (Wurdak et al., 2005).  

 

Au même titre que les délétions des récepteurs, les mutations germinales des gènes TGF-β2 ou TGF-β3 

sont associées à des anomalies du développement et à une mortalité périnatale (Dunker and Krieglstein, 

2000; Kaartinen et al., 1997; Sanford et al., 1997). Par ailleurs, la délétion du ligand TGF-β1 est 

caractérisée par une inflammation excessive liée à une infiltration lymphocytaire et macrophagique très 

importante dans le cœur et les poumons, causant la mort prématurée des souris (Dunker and Krieglstein, 

2000; Kulkarni et al., 1993; Shull et al., 1992). Enfin, SMAD2 et SMAD4 sont impliquées dans 

l’établissement et le maintien de la polarité dorso-ventrale de l’embryon. Les souris déficientes pour une 

de ces protéines ne sont pas viables et les embryons sont caractérisés par des anomalies et des retards 

de développement des structures embryonnaires (Dunker and Krieglstein, 2000; Sirard et al., 1998; 

Waldrip et al., 1998; Weinstein et al., 1998). Cependant, les souris mutées pour SMAD3 sont viables 

mais développent assez rapidement des carcinomes colorectaux (Zhu et al., 1998). 

 

L’ensemble de ces modèles murins montrent l’importance des ligands et des effecteurs de la voie du 

TGF-β dans la régulation de la structuration de l’organisme, dès les stades primitifs du développement 

embryonnaire.  

 

ii. Implication du TGF-β dans l’homéostasie tissulaire 

 

Un des rôles physiologiques majeurs du TGF-β est le maintien d’une prolifération cellulaire raisonnée, 

appelée cytostase. Un dysfonctionnement de ce contrôle peut conduire à une prolifération cellulaire 

incontrôlée, fréquemment observée dans les cancers.  

 

Tout d’abord, la voie canonique (SMAD-dépendante) du TGF-β régule l’expression de gènes impliqués 

dans la régulation du cycle cellulaire. Parmi ces gènes cibles, on retrouve des médiateurs de la 

prolifération cellulaire comme le gène c-MYC et les trois membres de la famille de gène ID (Inhibitor 

of DNA binding), tous réprimés par le complexe SMAD2/3/4 (Kang et al., 2003; Pietenpol et al., 1990; 
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Siegel and Massague, 2003). La répression de c-MYC est directement dépendante de la protéine 

SMAD3, qui se fixe sur une région spécifique de son promoteur, appelée TIE  - TGF-β Inhibitor 

Element - (Frederick et al., 2004). D’autres gènes cibles, tels que CDKN1A (P21) et CDKN2B (P15), 

sont stimulés par le TGF-β et codent pour deux protéines inhibitrices des kinases cyclines-dépendantes. 

P21CIP1/WAF1 et P15INK4B arrêteront la progression du cycle cellulaire en phase G1 (Datto et al., 1995; 

Grau et al., 1997; Hannon and Beach, 1994). Il est intéressant de noter que la répression de c-MYC 

permet également l’augmentation de la transcription des gènes CDKN1A et CDKN2B (Seoane et al., 

2001, 2002). 

 

D’autre part, le rôle cytostatique du TGF-β met en avant une autre fonction de cette cytokine : l’initiation 

des mécanismes d’apoptose. En effet, l’arrêt du cycle cellulaire peut être accompagné par l’induction 

d’un programme transcriptionnel apoptotique (Siegel and Massague, 2003). Cependant, les mécanismes 

exacts restent à éclaircir et dépendent du contexte transcriptionnel, du contexte micro-environnemental 

et du type cellulaire concerné. On peut citer trois gènes stimulés par le TGF-β et impliqués dans les 

processus de mort cellulaire : TIEG, SHIP et BIM (Zhang et al., 2017). Le TGF-β stimule l’expression 

de TIEG (TGF-β Inducible Early-response Gene), un facteur de transcription qui réprime l’expression 

de l’inhibiteur de l’apoptose BCL2 (B-Cell Lymphoma 2) et de la kinase DAP (Death-Associated 

Protein), conduisant à l’augmentation de l’activité des caspases et donc à une induction de l’apoptose.  

De plus, la voie canonique du TGF-β induit l’expression des gènes pro-apoptotiques BIM (Bcl2-

Interacting Mediator of cell death) et BMF (Bcl2-Modifying Factor), qui interagissent avec BCL2 et 

l’inactive (Ramesh et al., 2008; Tachibana et al., 1997). Par ailleurs, il a été démontré que l’expression 

du gène pro-apoptotique SHIP (SH2-domain containing Inositol-5-Phosphatase) est induite par le TGF-

β de manière SMAD-dépendante dans les cellules hématopoïétiques (Valderrama-Carvajal et al., 2002). 

 

En résumé, le TGF-β est une cytokine cytostatique pouvant initier des processus impliqués dans la mort 

cellulaire par apoptose. Cependant, en fonction du type cellulaire et du contexte micro-environnemental, 

les réponses cellulaires peuvent se révéler ambivalentes (David and Massagué, 2018; Siegel and 

Massague, 2003; Zhang et al., 2017).  

 

iii. Régulation de l’activité du système immunitaire par le TGF-β 

 

Il est également important de mentionner le rôle prédominant du TGF-β dans la régulation des fonctions 

immunitaires. En effet, le TGF-β module le comportement de nombreuses cellules impliquées dans les 

réponses immunitaires innées et adaptatives, participant ainsi, à l’immunotolérance (David and 

Massagué, 2018). Ainsi, les souris totalement déficientes en TGF-β1 subissent une inflammation 
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excessive de plusieurs organes (e.g. cœur, poumons) provoquant leur mort prématurée (Kulkarni et al., 

1993).   

 

Dans l’immunité innée, le TGF-β est notamment décrit pour limiter l’action des macrophages, des 

neutrophiles ou encore des cellules NK (Ashcroft, 1999; Batlle and Massagué, 2019; Sanjabi et al., 

2017; Viel et al., 2016).  

 

Au cours de l’immunité adaptative, la fonction majeure du TGF-β est l’inhibition des fonctions des 

cellules dendritiques et des lymphocytes T-effecteurs. En effet, cette cytokine inhibe les signaux de 

prolifération et d’activation des lymphocytes T-effecteurs, mais surtout, contribue au développement 

des lymphocytes T-régulateurs et de leurs fonctions immunosuppressives (Batlle and Massagué, 2019; 

Budhu et al., 2017; Ghiringhelli et al., 2005; Thomas and Massagué, 2005).  Les modèles murins portant 

une mutation du ligand TGF-β1 ou de l’un de ses deux récepteurs, spécifiquement sur les lymphocytes 

T, développent une hyper-activation des lymphocytes T effecteurs jusqu’à atteindre une auto-immunité 

sévère (Li et al., 2006, 2007b; Liu et al., 2008; Marie et al., 2006). Le TGF-β régule également la 

prolifération, l’activation et la différenciation les lymphocytes B, les cellules spécialisées dans la 

sécrétion des immunoglobulines (Cazac and Roes, 2000; Kehrl et al., 1986; Sanjabi et al., 2017). Les 

souris déficientes pour l’un des acteurs de la voie du TGF-β, spécifiquement au niveau des lymphocytes 

B, sont quasiment dépourvues d’immunoglobulines  (Borsutzky et al., 2004; Klein et al., 2006). D’autres 

acteurs de l’immunité, tels que les cellules myéloïdes, sont régulées négativement par le TGF- β (Sanjabi 

et al., 2017). Néanmoins, il apparait  que le TGF- β participe à la différentiation et aux fonctions 

immunosuppressives d’une sous-population de cellules myéloïdes, les MDSC - Myeloïd-Derived 

Suppressor Cells - (Lee et al., 2018).  

 

Ces observations soulignent le rôle primordial du TGF-β et de ses effecteurs dans la prolifération et la 

différenciation de nombreux acteurs immunitaires tout en maintenant une certaine tolérance immunitaire 

en modulant les réactions inflammatoires.   

 

iv. Impact du TGF-β au cours de la cicatrisation  

Au cours de la cicatrisation, le TGF-β stimule la réparation et la régénération des tissus altérés. Ce rôle 

de réparation est profondément associé à sa capacité de régulation de la transition épithélio-

mésenchymateuse (EMT), comme lors du développement embryonnaire. De nombreuses études ont mis 

en évidence le rôle prépondérant du TGF-β dans l’induction de ce processus d’EMT (Kalluri and 

Weinberg, 2009; Xu et al., 2009). En effet, le TGF-β initie un programme transcriptionnel contribuant 

à l’expression de gènes impliqués notamment dans la régulation des jonctions entre les cellules, la 

dynamique du cytosquelette et la formation de protrusions cellulaires (Xu et al., 2009).  Durant la 
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cicatrisation, outre son rôle dans la ré-épithélialisation associée à l’EMT, le TGF-β est impliqué dans 

les processus de néo-angiogenèse en favorisant la prolifération des cellules endothéliales (Li et al., 

2007a; Pakyari et al., 2013). Les mécanismes de cicatrisation sont également étroitement liés à ceux de 

la fibrose, dans lesquels le TGF-β est engagé (Biernacka et al., 2011). Ainsi, le TGF-β favorise la 

prolifération et la différenciation des fibroblastes, mais aussi la production et la sécrétion des 

composants de la matrice extracellulaire (e.g. collagènes, fibronectine) par ces mêmes fibroblastes 

(Barrientos et al., 2008; Krummel et al., 1988; Morikawa et al., 2016; O’Kane and Ferguson, 1997). 

 
En conclusion, le TGF-β est une cytokine ubiquitaire et pléiotropique, impliquée dans la régulation de 

nombreux processus cellulaires au cours du développement, et jouant également un rôle dans le maintien 

de l’homéostasie, de la réparation tissulaire ou dans le contrôle de l’activité immunitaire. Logiquement, 

le corollaire est que les dérégulations de cette voie ont des conséquences importantes et multiples. C’est 

notamment le cas dans les cancers, et tout particulièrement dans les cancers pancréatiques, dans lesquels 

cette la voie fait partie des plus dérégulées.  
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III- La dualité fonctionnelle du TGF- β dans l’ADKP  

 

Le TGF-β est une cytokine impliquée dans de nombreux processus physiologiques complexes, via la 

transduction de nombreuses cascades de signalisation. Les dérégulations de la voie du TGF-β ont donc 

réciproquement des répercussions importantes sur l’homéostasie cellulaire et tissulaire, occasionnant 

des dysfonctionnements majeurs, notamment impliqués dans la survenue de cancers.  Compte-tenu de 

la multiplicité des processus cellulaires régulés par le TGF-β, notamment en fonction du contexte 

cellulaire, les conséquences de ces dysfonctionnements sont multiples et parfois ambivalentes. Ainsi, 

dans les adénocarcinomes canalaires pancréatiques, la perte de fonction de la voie TGF-β a un effet 

oncogénique dans les phases précoces du développement tumoral, alors que, au cours de l’échappement 

tumoral, c’est au contraire un gain de fonction qui joue ce rôle, en favorisant par exemple l’EMT ou la 

dissémination métastatique. 

L’objectif de cette 3ème partie est donc de décrire l’évolution des fonctions du TGF-β au cours de la 

progression tumorale et les mécanismes oncogéniques associés, en s’appuyant sur le modèle des 

adénocarcinomes pancréatiques. 

 

a. Mutations de la voie TGF-β dans les ADKP 

 

Dans les phases précoces de la carcinogenèse, au même titre que dans un tissu sain, le TGF-β reste un 

puissant initiateur des activités cytostatiques et pro-apoptotiques de la cellule, comme abordé dans la 

partie II-d-ii (Akhurst and Derynck, 2001; Principe et al., 2014). En clinique, dans les stades précoces, 

le niveau de TGF-β est corrélé positivement au pronostic (Glazer et al., 2017). En revanche, dans les 

stades tardifs, via son action sur l’EMT notamment, il est associé à l’invasion, au maintien de l’état 

souche des cellules cancéreuses et à la résistance thérapeutique (Langenskiöld et al., 2008; Padua and 

Massague, 2009; Shariat et al., 2001).   

 

Cette dualité fonctionnelle du TGF-β au cours de la progression tumorale peut s’expliquer en partie par 

les altérations de la voie du TGF-β, majoritairement liées aux mutations des acteurs des voies de 

signalisation induites par cette cytokine. 

En s’appuyant sur les données issues de TCGA (The Cancer Genome Atlas), l’étude de Korkut et al. a 

ainsi montré qu’au moins un des membres de la voie du TGF-β est altéré dans 39% des 9 125 tumeurs 

référencées (Korkut et al., 2018). Pour les adénocarcinomes pancréatiques, l’analyse met en évidence 

une corrélation positive entre l’atteinte de la voie du TGF-β et la diminution de la survie des patients 

(Korkut et al., 2018). Les altérations génétiques de la voie du TGF-β les plus observées dans les ADKP 

sont des mutations inactivatrices des gènes TGFβR2 (4 à 7% des ADKP) et de SMAD4 (près de 50% 

des ADKP) (Goggins et al., 1998; Riggins et al., 1997; Truty and Urrutia, 2007).  
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Par ailleurs, il a été montré que SMAD7, la protéine SMAD-inhibitrice de la voie canonique, est 

fréquemment surexprimée dans les cancers pancréatiques (Kleeff et al., 1999). En ce sens et même si 

cette vision dichotomique doit être nuancée, il est traditionnellement admis que la voie canonique est 

associée aux fonctions anti-tumorales du TGF-β, via son action cytostatique et pro-apoptotique, alors 

que les voies non-canoniques exerceraient plutôt les propriétés oncogéniques du TGF-β.  

 

La voie du TGF-β est donc altérée dans les ADKP par des mutations affectant différents effecteurs, avec 

des conséquences fonctionnelles logiquement différentes en fonction du niveau d’altération des 

cascades de signalisation induites par le TGF-β. 

 

b. La perte de SMAD4 : cause centrale du « switch » oncogénique 

 

Au cours de la carcinogenèse, avec l’accumulation des mutations, et particulièrement celles affectant la 

voie du TGF-β, les cellules cancéreuses auront la capacité de contourner l’effet cytostatique induit par 

la voie canonique et de tirer profit de l’activation des voies non-canoniques (Seoane, 2006). Ce switch 

de fonction du TGF-β, passant du statut de suppresseur de tumeur à celui d’oncogène, est notamment 

orchestré par l’inactivation de SMAD4 (ou DPC4, Deleted in Pancreatic Cancer) dans près la moitié des 

cancers pancréatiques. En effet, l’absence de SMAD4 aura pour principale conséquence la perte de la 

fonction de régulation de la prolifération associée à cette protéine (Furukawa et al., 2006; Grau et al., 

1997; Hansel et al., 2003; Seoane, 2006; Waddell et al., 2015).  

 

Cet évènement est d’ailleurs décrit comme un des évènements oncogéniques majeurs de la 

carcinogenèse pancréatique. L’inactivation de SMAD4 correspond à la délétion homozygote du locus 

18q21.1 portant le gène SMAD4 (environ 30% des ADKP) ou à des mutations inactivatrices (20% des 

cas) (Fukushige et al., 1998; Furukawa et al., 2006; Hahn et al., 1996; Schleger et al., 2000). Les 

mutations faux-sens (37% des cas), non-sens (25% des ADKP) ou les insertions-délétions (7% et 5% 

respectivement) de SMAD4 sont particulièrement décrites et touchent parfois le domaine MH1, mais 

surtout le domaine MH2 de la protéine (Dardare et al., 2020; Hahn et al., 1996; Iacobuzio-Donahue et 

al., 2004). Ces mutations aboutissent à la synthèse d’une protéine SMAD4 non fonctionnelle ou 

tronquée, favorisant la dégradation par le protéasome après ubiquitinylation (Demagny and De Robertis, 

2016; Xu and Attisano, 2000). Le gène SMAD4 est principalement perdu dans les stades tardifs de la 

carcinogenèse pancréatique, les lésions pré-néoplasiques de haut grade n’étant que très peu affectées 

par cette mutation (Hosoda et al., 2017; Wilentz et al., 2000). La perte de SMAD4 dans les cellules leur 

confère un avantage sélectif non négligeable, puisqu’elles deviennent résistantes à la cytostase induite 

par la voie canonique (SMAD-dépendante) (Seoane, 2006). Chez la souris, l’inactivation du gène Smad4  

spécifiquement dans le pancréas durant l’embryogenèse (Ptf1a ou Pdx1-Cre ; Smad4fl/fl) n’entraine 
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Figure 15 - Le switch oncogénique du TGF-β

Adapté de Batlle and Massagué, Immunity ; 2019
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aucune anomalie développementale ou pathologique (Bardeesy et al., 2006). Cependant, lorsque cette 

mutation est associée à la mutation KrasG12D ( Ptf1a ou Pdx1-Cre  LSL-KrasG12D ; Smad4fl/fl), les souris 

développent des lésions pancréatiques pré-néoplasiques de haut grade particulièrement prolifératives 

par rapport au modèle murin KrasG12D (Bardeesy et al., 2006).   

Ces travaux démontrent ainsi le rôle de SMAD4 dans la cytostase induite par le TGF-β dans les phases 

précoces de la carcinogenèse. Dans la même lignée, les travaux de Levy et Hill ont permis de classer les 

cibles transcriptionnelles du TGF-β, en fonction de leur dépendance à la protéine SMAD4 (Levy and 

Hill, 2005). Il s’avère que les gènes SMAD4-dépendants sont notamment impliqués dans l’arrêt du cycle 

cellulaire, alors que les gènes SMAD4-indépendants sont impliqués dans les mécanismes d’EMT, 

généralement considéré comme un évènement pro-tumorigénique.  

 

SMAD4 joue donc bien le rôle de suppresseur de tumeur dans la tumorigenèse pancréatique, et sa 

délétion fait basculer l’action du TGF-β vers un rôle oncogénique. 

  
c. Mécanismes d’action oncogéniques du TGF-β dans les ADKP 

 

Rapidement, le TGF-β joue donc un rôle oncogénique au cours de la transformation tumorale. En ce 

sens, le TGF-β est ainsi surexprimé dans les tumeurs du tube digestif et de ses annexes (Achyut and 

Yang, 2011; Ebert et al., 2000; Luo et al., 2019), et son niveau d’expression augmente au cours de la 

carcinogenèse pancréatique (Friess et al., 1993; Levy and Hill, 2006). Cette fonction oncogénique 

s’explique par différentes actions de cette cytokine au niveau cellulaire. Parmi ses multiples rôles, le 

TGF-β est notamment un puisant inducteur de la transition épithélio-mésenchymateuse, souvent décrite 

comme point d’initiation des processus de migration et d’invasion. Les voies du TGF-β sont également 

souvent associées aux mécanismes de survie cellulaire. Enfin, au niveau du microenvironnement 

tumoral, le TGF-β est clairement identifié comme un acteur participant à la fibrose, la néo-angiogenèse 

et l’immunosuppression (Meulmeester and Ten Dijke, 2011). 

 

i. Au niveau de la cellule tumorale 

 

1. Migration et invasion : de l’EMT au « homing » métastatique 

 

Le TGF-β est un acteur majeur de la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT). 

L’EMT est un programme cellulaire crucial durant les phases de développement embryonnaire ou la 

cicatrisation, mais délétère dans la progression tumorale. Au cours de l’EMT, les adhésions cellules-

cellules (e.g. E-Cadhérine, Occludines) et les interactions avec la matrice sont fortement remaniées, 

contribuant au détachement des cellules épithéliales. Par ailleurs, cette perte du phénotype épithéliale 

s’accompagne d’un programme de transcription en faveur de l’acquisition de marqueurs 
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mésenchymateux (e.g. N-Cadhérine, Vimentine). Les facteurs de transcription ZEB, SNAIL/SLUG et 

TWIST ont été identifiés comme gènes drivers de cette transition phénotypique (Dongre and Weinberg, 

2019; Kalluri and Weinberg, 2009). 

L’EMT a initialement été identifiée au cours du développement, par exemple lors de la différenciation 

des cellules des crêtes neurales. Mais l’EMT est également activée au cours des processus 

pathologiques, et notamment dans les cancers, où cette transition phénotypique peut être le point 

d’initiation de la dissémination métastatique (Massagué, 2008; Yang and Weinberg, 2008).  

En effet, la migration des cellules épithéliales requiert la perte des contacts cellule-cellule et l’acquisition 

de caractéristiques fibroblastiques, deux procédés amorcés durant l’EMT (Dongre and Weinberg, 2019; 

Etienne-Manneville, 2008).  

 

Le TGF-β est clairement associé aux mécanismes d’initiation de l’EMT, par des régulations 

transcriptionnelles dépendantes des SMAD et des voies non-canoniques (Derynck and Akhurst, 2007; 

Heldin et al., 2012; Padua and Massagué, 2009; Thiery, 2003). Par exemple, la voie canonique est 

impliquée dans l’expression du gène HMGA2, qui, à son tour, induit l’expression des facteurs de 

transcription SNAIL et SLUG, impliqués dans la perte d’expression de l’E-cadhérine (Thuault et al., 

2008; Vincent et al., 2009; Xu et al., 2009). Les voies non-canoniques régulent également de très 

nombreux gènes pro-EMT, tels que la fibronectine ou l’actine caractéristique du muscle lisse (⍺-SMA) 

(Bakin, 2000; Bhowmick et al., 2001; Ellenrieder et al., 2001; Taylor et al., 2010; Wendt et al., 2012).  

L’étude -omique de Korkut et al. a montré une corrélation entre l’atteinte des effecteurs de la voie du 

TGF-β (dont SMAD4) et l’expression des gènes associés à l’EMT et aux métastases (Korkut et al., 

2018). D’autre part, les travaux de Iacobuzio-Donahue et al. ont montré que la perte de SMAD4 dans 

les ADKP était fortement associée à une augmentation des métastases (Iacobuzio-Donahue et al., 2009). 

Ces observations sont étayées par les travaux de Levy and Hill, qui ont démontré qu’en absence de 

SMAD4, les cible du TGF-β qui restent exprimés sont majoritairement impliqués dans les processus 

d’EMT (Levy and Hill, 2005).  

 

La migration des cellules au cours de la dissémination métastatique nécessite également une 

réorganisation dynamique du cytosquelette d’actine notamment. Le TGF-β est une nouvelle fois 

impliqué dans ces processus, en particulier par l’activation des Rho-like GTPases (Ungefroren et al., 

2018). L’un des acteurs les plus étudiés est la protéine RAC1, particulièrement impliquée dans la 

restructuration du cytosquelette d’actine, en permettant la formation de prolongements cellulaires - e.g. 

filopodes et lamellipodes - (Hall, 1998; Jaffe and Hall, 2002; Vial et al., 2003). L’hyper-activation de 

RAC1 est d’ailleurs observée dans de nombreux cancers, dont les cancers pancréatiques, notamment à 

cause de la mutation de KRAS (Heid et al., 2011; Melzer et al., 2017; Ungefroren et al., 2018). L’étude 

d’Ungefroren et al. révèle in vitro que l’expression d’une version mutante inactivatrice de RAC1 inhibe 
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la migration des cellules cancéreuses pancréatiques, au même titre que la déplétion de SMAD2, 

suggérant un lien fonctionnel entre ces deux protéines. En effet, RAC1 semble également réguler la 

phosphorylation C-Terminale de SMAD2, et ainsi, moduler son action (Ungefroren et al., 2011). 

Enfin, la migration cellulaire nécessite également des interactions dynamiques entre la cellule et son 

environnement, notamment relayées par les intégrines qui assurent le lien entre le cytosquelette et les 

composants de la matrice extracellulaire tels que la fibronectine, les collagènes, ou encore la laminine 

(Huttenlocher and Horwitz, 2011). Ces modifications dynamiques de l’adhésion permettront aux 

cellules de s’ancrer à la matrice, d’exercer des forces de traction pour se déplacer, avant de se 

désassembler vers un autre point d’ancrage. On parle alors du turnover des adhésions, mécanismes 

complexe impliquant de très nombreux acteurs intra et extracellulaires (Nagano et al., 2012; Webb et 

al., 2002). Le TGF-β est impliqué dans l’expression de bon nombre de ces acteurs, dont la protéine 

sécrétée βIG-H3 par exemple. In-vitro, l’étude de Costanza et al. démontre que la protéine matricielle 

βIG-H3 permet l’activation des intégrines, conduisant à un phénotype invasif des cellules cancéreuses 

pancréatiques (Costanza et al., 2019).  

Cette capacité migratoire s’accompagne d’une capacité d’invasion par le remodelage de la matrice 

extracellulaire entourant la tumeur. Le TGF-β est en effet un puissant inducteur de l’expression des 

métallo-protéases de la matrice (MMP), notamment MMP2 et MMP9 (Hagedorn et al., 2001; 

Wiercinska et al., 2011). Par ailleurs, le TGF-β, via l’activation des MAPK, inhibe l’expression des 

gènes TIMP et RECK, deux inhibiteurs de l’activité des MMP (Gomes et al., 2012). 

De ce fait, le TGF-β participe à la mise en place des métastases. Les travaux de Whittle et al. ont mis en 

évidence l’implication de RUNX3, gène cible du TGF-β, dans la mise en œuvre des processus 

métastatiques des cancers pancréatiques. En effet, RUNX3 est à même d’induire l’inhibition de la 

prolifération, et en même temps, l’expression de gènes impliqués dans la migration, l’invasion, mais 

aussi, la sécrétion des composants de la matrice extracellulaire et de facteurs supportant la formation de 

métastases (e.g. SPP1, COL6A1) (Whittle et al., 2015).  

Par ailleurs, dans le cancer du sein, le TGF-β a été identifié comme un facteur de détermination du futur 

site d’attache des cellules métastatiques. On parle d’effet « priming » du TGF-β. En effet, le TGF-β 

induit par exemple l’expression du gène ANGPTL4 de manière SMAD-dépendante, favorisant la 

perméabilité des capillaires pulmonaires, et permettant ainsi la rétention des cellules métastatiques dans 

les poumons. Un phénomène similaire à récemment été démontré pour les adénocarcinomes 

pancréatiques avec les travaux de Zhong et al. En effet, le TGF-β, en synergie avec la mutation de p53, 

permet la sécrétion de nombreux médiateurs des métastases, notamment COL6A1 et LCN2, favorisant 

la colonisation du foie par les cellules pancréatiques métastatiques (Zhong et al., 2017). 
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Figure 16 - TGF-β, migration, invasion et survie cellulaire
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2. Survie cellulaire médiée par le TGF-β 

 

Comme abordé précédemment, le TGF-β est identifié comme un facteur régulant l’arrêt du cycle 

cellulaire et l’apoptose. Or, dans les phases tardives, les tumeurs échappent à ces effets cytostatiques et 

pro-apoptotiques (Seoane, 2006). Cette résistance à l’apoptose participe à la survie des cellules 

cancéreuses. D’autres mécanismes, nombreux et complexes, viennent compléter ces processus de 

résistance. Par exemple, il est décrit que l’activation TGF-β-dépendante de la voie PI3K-AKT peut 

augmenter la survie des cellules  (Horowitz et al., 2004; Shin et al., 2001). Enfin, les travaux de David 

et al. ont montré que le TGF-β pouvait induire l’apoptose des cellules en synergie avec l’expression de 

certains gènes impliqués dans l’EMT induite par cette même cytokine. Ce processus est SMAD4-

dépendant, suggérant que la perte de cette protéine permettra au contraire le contournement de 

l’apoptose, et donc la survie et la progression des cellules cancéreuses pancréatiques (David et al., 2016).  

 

Par ailleurs, le TGF-β est identifié comme un des facteurs d’initiation du processus d’autophagie, un 

mécanisme cellulaire catabolique, permettant de recycler les composants cellulaires à des fins 

énergétiques (Jiang and Mizushima, 2014; Zhang et al., 2017). Les dérégulations de ces mécanismes 

peuvent-être associées aux cancers et plusieurs études démontrent que l’autophagie potentialise la survie 

et le potentiel tumoral des cellules cancéreuses (Buchser et al., 2012; Maiti and Hait, 2021; Zhang et al., 

2017). 

 

D’autre part, le TGF-β est décrit comme un facteur permettant l’initiation et la maintenance de l’état de 

dormance des cellules souches et des cellules cancéreuses (Prunier et al., 2019; Zhang et al., 2017). Cet 

état permet de cesser la division et la croissance cellulaire en maintenant les cellules dans un état de 

quiescence (Aguirre-Ghiso, 2007). Le rôle du TGF-β et de ses récepteurs dans l’induction de cet état de 

dormance des cellules cancéreuses a notamment été établi dans la chimiorésistance et leur propagation 

dans l’organisme (Brown et al., 2017; Dudgeon et al., 2020; Yumoto et al., 2016).  

 

ii. Au niveau du stroma / microenvironnement 

 

Le TGF-β n’agit pas uniquement sur les cellules tumorales, mais modifie également le stroma et le 

microenvironnement tumoral. En effet, le TGF-β est capable d’induire la fibrose, l’angiogenèse et 

l’immunosuppression, facilitant ainsi la tumorigenèse et la dissémination des cellules cancéreuses 

pancréatiques (Pickup et al., 2013; Principe et al., 2016).  
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1. Fibrose péri-tumorale, dissémination et résistance thérapeutique 

 

Les cancers pancréatiques se caractérisent par un stroma imposant entourant la tumeur, appelée réaction 

desmoplasique. Ce stroma est composé en très grande partie par des composés de la matrice 

extracellulaire associés à une multiplication des fibroblastes, appelés CAF (Cancer Associated 

Fibroblasts), qui jouent un rôle majeur dans la progression tumorale.  

 

Une nouvelle fois, le TGF-β prend part à l’activation de ce processus en stimulant la génération des 

CAF à partir de précurseurs. Dans les cancers pancréatiques, les fibroblastes, les cellules stellaires 

pancréatiques (PSC) et les cellules souches mésenchymateuses (MSC) peuvent ainsi être à l’origine des 

CAF pancréatiques (Manoukian et al., 2021). Ce processus de différenciation induit en retour la 

sécrétion massive par les CAF des protéines matricielles, telles que les collagènes, la fibronectine ou 

encore l’élastine. Ce remodelage matriciel contribue à une importante réaction fibrotique (von Ahrens 

et al., 2017; Apte et al., 1999; Desmouliere et al., 1993).   

Le stroma tumoral est une importante source de facteurs pro-migratoires, pro-invasifs, pro-

angiogéniques et immunosuppresseurs, favorisant l’échappement tumoral et la dissémination des 

cellules cancéreuses (Glentis et al., 2017; Kalluri, 2016; Manoukian et al., 2021). Le stroma tumoral est 

donc une véritable niche fibrotique et cytokinique qui supporte la survie et l’expansion des cellules 

cancéreuses (Brodt, 2016; Houg and Bijlsma, 2018; Jungwirth et al., 2021).  

Il existe donc une boucle de sécrétion exacerbée, puisque les cellules tumorales vont sécrètent du TGF-

β, capable de déclencher l’activation des fibroblastes en CAF, qui sécrètent alors en retour de nombreux 

facteurs dont le TGF-β, potentialisant la croissance et l’invasion tumorale, ainsi que l’échappement 

immunitaire (Sperb et al., 2020). 

Enfin, de nombreuses études s’intéressent au rôle du microenvironnement tumoral dans la 

chimiorésistance des cancers pancréatiques. En effet, en plus de sécréter des composants de la matrice 

extracellulaire, les cellules tumorales et stromales sécrètent de nombreux facteurs de croissance et des 

facteurs pro-inflammatoires, capables d’engager des voies de signalisation en faveur de la 

chimiorésistance des cellules tumorales. En ce sens, l’étude d’Olive et al. démontre que l’inhibition de 

la voie Hedgehog augmente la sensibilité à la gemcitabine des cellules cancéreuses pancréatiques dans 

un modèle murin (Olive et al., 2009). Cependant, les mécanismes exacts de la chimiorésistance restent 

peu compris et controversés. Certaines études suspectent le rôle de la compression exercée par le stroma 

sur les vaisseaux sanguins, empêchant la distribution des chimiothérapies, alors que d’autres soutiennent 

que l’échappement tumoral aux chimiothérapies est potentialisé par des mécanismes oncogéniques tel 

que l’EMT (Jiang et al., 2020; Thomas and Radhakrishnan, 2019; Xelwa et al., 2021).  
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Figure 17 - TGF-β, microenvironnement tumoral et stroma 
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2. Angiogenèse, croissance tumorale et dissémination métastatique  

 

L’angiogenèse est un processus critique pour la croissance et la dissémination des cellules tumorales.  

 

Le TGF-β est capable d’induire un environnement pro-angiogénique en stimulant l’expression de 

nombreux facteurs dont le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) (Pardali and ten Dijke, 2009; 

Sanchez-Elsner et al., 2001). D’autre part, l’inhibition des voies du TGF-β dans les cancers réduit la 

vascularisation intra-tumorale et la taille de la tumeur. Dans les cancers pancréatiques en particulier, 

l’activité de la voie du TGF-β corrèle avec une signature transcriptomique pro-angiogénique (Craven et 

al., 2016). Par ailleurs, les travaux de Schwarte-Waldhoff et al. ont démontré que la restauration de 

SMAD4 dans une lignée pancréatique humaine réprimait l’expression du VEGF tout en augmentant 

l’expression de l’inhibiteur de l’angiogenèse TSP-1, suggérant que la perte de SMAD4 dans les 

adénocarcinomes canalaires pancréatiques favorise l’angiogenèse et donc la dissémination des cellules 

cancéreuses (Schwarte-Waldhoff et al., 2000). Une étude récente de Budi et al. a également montré que 

le TGF-β agissait en synergie avec l’insuline pour promouvoir l’expression de gènes associés à la 

migration et l’invasion des cellules endothéliales (Budi et al., 2019).   

 

Outre cet impact pro-angiogénique direct, l’expression des MMP induite par le TGF-β favorise 

également, en dégradant la matrice extracellulaire, la libération de facteurs pro-angiogéniques dans le 

microenvironnement tumoral (Deryugina and Quigley, 2015; Quintero-Fabián et al., 2019).  

 

Cependant cette promotion de l’angiogenèse induite par le TGF-β reste controversée puisque la pression 

exercée par le stroma tumoral est telle que les vaisseaux sanguins se retrouvent comprimés au sein de la 

tumeur, empêchant l’apparition de vaisseaux majeurs, expliquant en partie l’échec des chimiothérapies.   

Il semble tout de même que les tumeurs pancréatiques soient irriguées par des micro-vaisseaux (<10 

µm) et des microvillosités basales (<2 µm) répartis de manière hétérogène dans la tumeur (Hexige et 

al., 2015; Li et al., 2019; Ma et al., 2020) 

 

3. Immunosuppression 

 

Enfin, comme nous l’avons abordé dans la partie II-d-iii, le TGF-β joue un rôle crucial dans la régulation 

de l’activité du système immunitaire. Dans les cancers, ce phénomène est exacerbé du fait de la grande 

quantité de TGF-β dans le microenvironnement tumoral, le rendant immunosuppressif pour la quasi-

totalité des cellules immunitaires.  
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D’une manière générale, le TGF-β inhibe l’action du système immunitaire, directement ou indirectement 

par l’activation des lymphocyte T régulateurs (Batlle and Massagué, 2019).  Dans les cancers 

pancréatiques, le TGF-β permet également la conversion des précurseurs des lymphocytes T régulateurs 

en lymphocytes T régulateurs actifs (CD4+/FoxP3+), qui inhibent la prolifération et l’action des 

lymphocyte T effecteurs (Fu et al., 2004). Ces lymphocytes T régulateurs sont accompagnés de cellules 

suppressives dérivées des myéloïdes (MDSC), à même de supprimer la prolifération des lymphocytes T 

effecteurs (Clark et al., 2007). De plus, les lymphocytes T régulateurs sécrètent une multitude de facteurs 

pro-oncogéniques dans le microenvironnement tumoral, avec notamment le TGF-β, l’IL10 ou le TNF-

⍺ (Byrne et al., 2011). Le TGF-β inhibe l’activation des lymphocytes T en modulant la fonction des 

cellules présentatrices de l’antigène telles que les cellules dendritiques par exemple (Geissmann et al., 

1999). Il en est de même pour les neutrophiles ou encore les cellules NK (Fridlender et al., 2009; Gao 

et al., 2017). Dans les lymphocytes T cytotoxiques (CD8+), la voie canonique du TGF-β réprime la 

production des facteurs cytolytiques (perforine/granzyme), de l’interféron gamma (IFNᵧ) et du ligand 

Fas pro-apoptotique (Thomas and Massagué, 2005). D’autre part, une autre grande fonction du TGF-β 

réside dans la polarisation des macrophages associés à la tumeur (TAM), qui sécrètent alors des facteurs 

immunosuppressifs, pro-angiogéniques et pro-métastatiques, rendant le microenvironnement tumoral 

encore plus immunodéprimé et favorable à la dissémination des cellules cancéreuses (Condeelis and 

Pollard, 2006; Cui et al., 2016; Yang et al., 2021b). Enfin, le TGF-β sécrété par les lymphocytes T 

régulateurs et les macrophages associés à la tumeur pourra être activé par les acteurs du stroma tumoral 

ou les cellules immunitaires elles-mêmes (Batlle and Massagué, 2019; Travis and Sheppard, 2014). 

 

En conclusion, le TGF-β présente tout à la fois une dualité fonctionnelle dans les adénocarcinomes 

pancréatiques, avec un effet suppresseur de tumeur puis oncogénique, et un effet pléiotropique sur les 

cellules tumorales et le microenvironnement. En effet, le TGF-β est capable d’induire l’apoptose dans 

les stades pré-néoplasiques, puis de favoriser au contraire de multiples processus tels que la transition 

épithélio-mésenchymateuse, la migration, l’invasion et la survie cellulaire dès les stades précoces, 

développant ainsi le potentiel métastatique des cellules cancéreuses pancréatiques. Cette multiplicité 

d’effet résulte conjointement de la nature des altérations dans la voie de signalisation du TGF-β et de la 

diversité des cascades de signalisation induites par cette cytokine.  
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Figure 18 – Objectif principal de la thèse

74



OBJECTIF GENERAL DU PROJET DE THESE 

Les ADKP sont des atteintes néoplasiques très agressives, caractérisées par un fort potentiel 

métastatique acquis au cours de la progression tumorale. L’échec des thérapies conventionnelles 

souligne la nécessité de comprendre les mécanismes moléculaires de la carcinogénèse et d’identifier de 

nouvelles cibles thérapeutiques.  

Le TGF-β est une cytokine impliquée dans de nombreux processus physiologiques (e.g. développement 

embryonnaire, cicatrisation, cytostase) et pathologiques (e.g. cancers, fibrose). Cette cytokine possède 

une dualité de fonction dans les cancers, puisqu’elle est décrite comme ayant des rôles suppresseurs de 

tumeurs dans les stades précoces de la maladie et des rôles oncogéniques dans les stades avancés.  

La voie de signalisation du TGF-β est régulièrement altérée dans les cancers, et notamment dans les 

adénocarcinomes canalaires pancréatiques (ADKP). L’une des mutations les plus fréquentes – retrouvée 

dans la moitié des ADKP de stade avancé - altère le gène suppresseur de tumeur SMAD4, qui code pour 

un facteur de transcription impliqué dans la transduction de la voie canonique du TGF-β. Cette mutation 

est un facteur de mauvais pronostic puisqu’elle est associée à la progression tumorale (e.g. prolifération, 

migration, invasion, échappement immunitaire). Cette mutation expliquerait en partie le switch 

oncogénique du TGF-β au cours de la tumorigenèse pancréatique.  

Il est intéressant de noter que les inactivations de SMAD2 et/ou de SMAD3, deux cofacteurs de 

transcription de SMAD4, sont peu observées dans les cancers pancréatiques. Par ailleurs, la majorité 

des études antérieures suggéraient que les effets délétères du TGF-β étaient liés à la perte de SMAD4, 

sans analyser un éventuel gain de fonction de SMAD2/3 en son absence, bien qu’il soit proposé que de 

nombreux autres facteurs puissent se lier à SMAD2/3. 

Dans un contexte SMAD4-négatif, des travaux antérieurs ont démontré que les protéines SMAD2/3 

pouvaient se localiser dans le noyau des cellules en réponse au TGF-β, laissant supposer que SMAD2/3 

pourraient exercer leur rôle de facteur de transcription de manière SMAD4-indépendante.  

Dans ce contexte, l’objectif de ma thèse a été d’identifier les fonctions moléculaires et cellulaires 

dépendantes de SMAD2 et de SMAD3 dans les adénocarcinomes pancréatiques SMAD4-négatif. 
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RESULTATS 

 

 

Introduction et approches expérimentales 

 

 

Les voies de signalisation du TGF-β sont fortement associées à la régulation des mécanismes de 

migration et d’invasion des cellules cancéreuses. De fait, les adénocarcinomes pancréatiques, dans 

lesquels le TGF-β est fortement exprimé, sont des tumeurs particulièrement invasives.  

 

Notre objectif était de définir le rôle spécifique du complexe SMAD2/3 dans l’acquisition de ce 

phénotype migratoire et invasif, dans un contexte de déficience en SMAD4.  

 

Par l’utilisation de deux lignées cancéreuses pancréatiques SMAD4-négative, nous avons testé le rôle 

de SMAD2/3 dans les mécanismes migratoires et invasifs médiés par le TGF-β. Pour cela, deux 

approches génétiques ont été utilisées pour générer des lignées SMAD2/3/4-négatives : 

-L’inactivation totale de SMAD2 et de SMAD3 par CRISPR/Cas9 ; 

-La diminution d’expression de SMAD2 et de SMAD3 par shRNA.  

 

In vitro, l’utilisation de chambre de Boyden 2D et 3D (avec Matrigel) nous a permis de comparer la 

migration et l’invasion des différentes lignées en réponse au TGF-β. Des analyses moléculaires ont 

également été entreprises pour apprécier l’expression des gènes et la présence et/ou l’activation de 

protéines impliquées dans les processus de motilité cellulaire. 

 

Ces expériences ont été complétées par la mise en place d’un modèle de xénogreffe chez l’embryon de 

poisson-zèbre, afin d’évaluer le potentiel de dissémination induit par SMAD2/3 en l’absence de 

SMAD4.  

 

Une étude transcriptomique a permis de mettre en évidence un programme de transcription médié par 

SMAD2/3 indépendamment de SMAD4.  

 

Enfin, des marquages immuno-histo-chimiques d’une cohorte de plus de 500 adénocarcinomes 

pancréatiques humains ont permis de tester l’hypothèse selon laquelle l’activation des R-SMAD couplée 

à la mutation de SMAD4 est associée à un plus mauvais pronostic.  
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Résumé des résultats obtenus 

Mes travaux de doctorat ont permis de mettre en évidence le rôle oncogénique des protéines SMAD2/3 

en l’absence de SMAD4 dans l’ADKP. 

In vitro, à l’aide de deux lignées cancéreuses pancréatiques humaines - BxPC-3 et Capan-1 - nous avons 

montré qu’en réponse au TGF-β, les protéines SMAD2 et SMAD3 sont phosphorylées et transloquent 

dans le noyau. L’inactivation des gènes SMAD2 et SMAD3 par deux stratégies d’invalidation (e.g. 

CRISPR/Cas9 et interférences à l’ARN) a permis de montrer que les protéines SMAD2 et SMAD3 

étaient nécessaires à la migration et à l’invasion induite par le TGF-β, en absence et indépendamment 

de SMAD4. 

La restauration de l’expression des protéines SMAD2 et SMAD3 dans les cellules SMAD2/3/4-

négatives suffit à rétablir la migration et l’invasion induite par le TGF-β.  

Le phénotype migratoire induit par le complexe SMAD2/3 présente les caractéristiques d’une migration 

cellulaire de type collective, caractérisée par le maintien des interactions entre les cellules, par 

opposition à l’EMT classique, connue pour être induite par le TGF-β.  

Plus précisément, nous avons montré qu’en l’absence de SMAD4, les protéines SMAD2/3 étaient 

capables de potentialiser l’activation de RAC1, la formation de prolongements cellulaires (e.g. 

lamellipodes) et la maturation des adhésions focales. Dans les cellules SMAD2/3/4-négatives, 

l’ensemble de ces mécanismes est fortement compromis.  

Des analyses transcriptomiques ont confirmé que les protéines SMAD2/3 étaient à l’origine d’un 

programme transcriptionnel soutenant l’enrichissement des gènes impliqués dans la régulation de la 

motilité cellulaire (e.g. remodelage de la matrice extracellulaire, locomotion, angiogenèse) en l’absence 

de SMAD4. 

Enfin, l’analyse d’une cohorte d’adénocarcinomes pancréatiques a permis d’associer l’inactivation de 

SMAD4 et un haut niveau de phopho-SMAD2 à une augmentation de l’invasion péri-neurale et une 

diminution de la survie globale des patients.  
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Abstract 

TGF-β signaling is involved in pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) tumorigenesis, representing one 

of the four major pathways genetically altered in 100% of PDAC cases. TGF-β exerts complex and 

pleiotropic effects in cancers, notably via the activation of SMAD pathways, predominantly SMAD2/3/4. 

Though SMAD2 and 3 are rarely mutated in cancers, SMAD4 is lost in about 50% of PDAC, and the role of 

SMAD2/3 in a SMAD4-null context remains understudied. We herein provide evidence of a SMAD2/3 

oncogenic effect in response to TGF-β in SMAD4-null PDAC cancer cells. We report that inactivation of 

SMAD2/3 in SMAD4-negative PDAC cells compromises TGF-β-driven collective migration mediated by 

FAK and Rho/Rac signaling. Moreover, RNA-sequencing analyses highlighted a TGF-β gene signature 

related to aggressiveness mediated by SMAD2/3 in the absence of SMAD4. Using a PDAC patient cohort, 

we reveal that SMAD4-negative tumors with high levels of phospho-SMAD2 are more aggressive and have 

a poorer prognosis. Thus, loss of SMAD4 tumor suppressive activity in PDAC leads to an oncogenic gain-

of-function of SMAD2 /3, and to the onset of associated deleterious effects. 

Keywords: TGF-β - SMAD2/3 - pancreatic cancer - collective migration - focal adhesion 

Main Text 

Introduction 

TGF-β is a secreted pleiotropic cytokine involved in several physiological and pathological processes. The 

“canonical” TGF-β signaling pathway is mediated by SMAD transcription factors. Upon binding of TGF-β 

to its serine/threonine kinase receptors (TβR I and II), R-SMADs, i.e. SMAD2 and SMAD3, are 

phosphorylated and interact with the co-SMAD (common SMAD), namely SMAD4. The SMAD2/3/4 

complex accumulates inside the nucleus and binds to the promoter of target genes to regulate their 

transcription 1. TGF-β also activates “non-canonical” pathways independently of SMAD proteins such as 

mitogen-activated protein kinases (MAP kinases) 2, phosphatidylinositol 3-kinases (PI3K)/AKT 3, small G-

proteins such as Rac and Rho, and reactive oxygen species (ROS) 4. 

TGF-β was shown to have both tumor suppressive properties, in the early stages of transformation, and a 

tumor promoting role in more advanced stages of the disease 5–7. Tumor suppressive effects are classically 

associated with the activation of the “canonical” pathway in cancer cells by inducing the transcription of 

genes involved in cytostasis (p21, p15) and apoptosis (Bim), and by inhibiting the transcription of oncogenes 

(c-myc)8. But the “canonical” pathway is also involved in TGF-β-mediated epithelial-mesenchymal 

transition (EMT), invasiveness and proliferation of cancer cells in vitro 7,9,10 and in vivo 11. TGF-β exerts 

further oncogenic effects via the induction of “non-canonical pathways”, such as the ERK or PI3K-Akt 

pathways. TGF-β oncogenic effects notably result in the activation of genes involved in EMT 12,13, or in 
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matrix remodeling 14. In addition, TGF-β also affects stromal cells leading to immunosuppression, increased 

angiogenesis and activation of cancer-associated fibroblasts (CAFs) 5,15–17. Moreover, as an illustration of a 

higher level of complexity, the crosstalk between SMAD and non-SMAD signaling is particularly important 

in the control of cell migration and invasion 16. 

In the context of pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC), the TGF-β pathway is one of only four signaling 

pathways that is genetically altered (with at least one mutation) in 100% of PDAC 18. TGF-β ligands are 

commonly overexpressed in PDAC, and the hyperactivation of TGF-β signaling is correlated with poor 

prognosis 19,20. Interestingly, SMAD2/3 inactivating mutations are scarce in cancers, notably in PDAC 15,21,22. 

Conversely, SMAD4 deficiency is observed in ~50% of PDAC and is associated with a poor overall survival 

10,23. These observations suggest that in the absence of SMAD4, SMAD2/3 may have deleterious effects, yet 

uncharacterized. In response to TGF-β, SMAD2 and SMAD3 can accumulate inside the nucleus in the 

absence of SMAD4, suggesting that they may regulate specific SMAD4-independent transcriptional 

programs 24–27, possibly by interacting with nuclear factors such as IKK and TIF1γ 28,29. Besides, a study by 

David et al. showed that R-SMAD induces Sox4 expression in a SMAD4-independent fashion in SMAD4-

null PDAC cells, and cooperates with Klf5, leading to tumor promotion 30. 

Taking these elements into account, we speculated that SMAD2 and SMAD3 may behave as oncogenic 

factors in a SMAD4-negative context. Since PDAC represents a valuable model to characterize SMAD2 and 

SMAD3 functions after SMAD4 inactivation during the natural course of the disease, we generated a 

canonical-deficient SMAD2/3 double knockout BxPC-3 cell line (also naturally devoid of SMAD4) to test 

this hypothesis. Functional in vitro and in vivo experiments and RNA sequencing were performed to explore 

the aggressiveness of these cells, prior to correlating SMAD2 activation level and SMAD4 status with the 

clinical status of patient in a large PDAC cohort. 
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Results 

Generation of double SMAD2/SMAD3 negative pancreatic cancer cell in a SMAD4-negative context 

We initially sought to confirm previous findings on the effect of TGF-β on the subcellular localization of 

SMAD2/3 in SMAD4-positive (PANC-1) and SMAD4-negative (BxPC-3 and Capan-1) human PDAC cell 

lines 24,27. Immunoblot analysis of the nuclear and cytoplasmic cell fractions demonstrated that in response 

to TGF-β (1 h or 24 h), phosphorylated SMAD2/3 (pSMAD2/pSMAD3) accumulate in the nucleus of both 

SMAD4-positive (PANC-1) and SMAD4-negative cells (BxPC-3 and Capan-1), this nuclear location being 

prevented by adding the selective inhibitor of TβRI kinase, RepSox (Figure 1A and S1A-B). Hence, 

SMAD2/3 phosphorylation and their nuclear accumulation in the presence of TGF-β occurs despite the 

absence of SMAD4 and is directly dependent on TβRI kinase activity. 

To investigate the role of SMAD2/3 in the absence of SMAD4 in response to TGF-β, a double SMAD2/3 

knockout BxPC-3 cell line, which is naturally devoid of SMAD4, was established by CRISPR/Cas9 gene 

editing of SMAD2 and SMAD3. This cell line will hereafter be referred to as S2/3-KO BxPC3 cells. Loss of 

SMAD2/3 expression was validated by immunoblot analysis (Figure 1B) and by flow cytometry (Figure 

1C). FACS analysis detected 98.9% of SMAD2/3-positive cells in control-BxPC-3 and 0.8% of SMAD2/3-

positive cells in S2/3-KO BxPC3 cells. Immunofluorescence (IF) experiments confirmed both the capacity 

of TGF-β to induce SMAD2/3 nuclear accumulation in WT BxPC-3 cells, and the absence of both 

cytoplasmic and nuclear SMAD2/3 in S2/3-KO BxPC-3 cells treated with TGF-β (Figure 1D). Sequencing 

unveiled a specific deletion of SMAD2/3 in S2/3-KO BxPC3 cells (data not shown).  

Importantly, TGF-β-receptors I/II levels were not affected by the knockout of SMAD2/3 (Figure S1C), 

ruling out a possible downregulation of the receptors as a basis for altered signaling upon SMAD2/3 

knockout. Consistently, activation of non-canonical TGF-β pathways was slightly delayed but was not 

significantly affected after 1 h and 24 h incubation with TGF-β in S2/3-KO BxPC3 cells (Figure S1D). TGF-

β was shown to activate not only SMAD2/3-mediated signaling, but also, to a less extent, SMAD1/5-

mediated BMP (bone morphogenetic proteins) signaling 31–33. Here however, SMAD1/5/9 was similarly 

phosphorylated in response to TGF-β, in control-BxPC-3 and S2/3-KO BxPC3 cells (Figure S1E). No 

significant differences were observed in terms of proliferation and apoptosis after TGF-β treatment between 

control and S2/3-KO BxPC-3 cells (Figure S1F-G).  

To strengthen our characterization of SMAD2/3 impact in a SMAD4-negative context, we also use a RNA 

interference (shRNA) strategy in SMAD4-negative pancreatic BxPC-3 and Capan-1 cells (Figures S1H-I, 

thereafter referred to as S2/3-KD cells).  

Thus, using both CRISPR/Cas9 gene editing and RNA interference strategies, we created genuine pancreatic 

cell line models to study the impact of SMAD2/3 inactivation in a SMAD4-negative context.  
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Figure 1. Generation of a double SMAD2/SMAD3 knockout BxPC-3 (SMAD4-negative) 

pancreatic cancer cell line 

(A) Immunoblot of phospho-SMAD2 (pSMAD2), SMAD2, phospho-SMAD3 (pSMAD3), SMAD3 and

SMAD4 after treatment with TGF-β and/or TGF-βR1 kinase activity inhibitor (RepSox) for 1 h on 

cytoplasmic (GAPDH as control) and nuclear fractions (phospho-histone H3 (pHIS-H3) as control) prepared 

from SMAD4-positive PANC-1 cells and SMAD4-negative BxPC-3 cells. 

(B) Immunoblot of SMAD2, SMAD3, SMAD4 and GAPDH on PANC-1 (SMAD4+), BxPC-3 (SMAD4-)

wild-type (WT), control (Ctrl) and SMAD2/SMAD3-knockout (S2/3-KO) cells obtained by CRISPR/Cas9 

genome editing technique.   

(C) Flow cytometric analysis of SMAD2/3 performed on control and S2/3-KO BxPC-3 cells. SMAD2/3 ratio

was determined as the mean value of three independent experiments. 

(D) Immunofluorescent micrographs of SMAD2 / SMAD3 staining on control and S2/3-KO BxPC-3 cells

treated with TGF-β (1 h). Nuclei were counterstained in blue with DAPI. Scale bar (left-hand images) = 

50µm. Scale bar (right-hand images) = 20µm. 
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Dual invalidation of SMAD2/3 impairs pancreatic cell migration and invasion potential in response to 

TGF-β in a SMAD4-negative context 

Since TGF-β is known to facilitate tumor progression and aggressiveness, notably by stimulating cell 

migration, we analyzed the migratory potential of control and S2/3-KO BxPC-3 cells in the presence or 

absence of TGF-β in a transwell migration assay (Figure 2A). Control BxPC-3 cells displayed significant 

migratory properties, which were potentiated by TGF-β (1.95-fold), compared to S2/3-KO, which showed 

negligible motility both in the presence and absence of TGF-β. RepSox completely abolished TGF-β-induced 

migration of control BxPC-3 cells, showing that this phenotype relies on TβRI activation. Similar results 

were obtained using S2/3-KD BxPC-3 and S2/3-KD Capan-1 cells (Figure S2A-B). Thus, loss of SMAD2/3 

expression in a cellular context devoid of SMAD4 alters their migration propensity in response to TGF-β.  

Invasive potential, a hallmark of malignant cell aggressiveness, contributes to their dissemination. Along this 

line, we observed that SMAD2/3 depletion reduced the spreading of engrafted tumor cells over chicken 

chorioallantoic membranes (CAMs) (Figure S2C). TGF-β promotes invasion via a complex transcriptional 

reprogramming that leads to cytoskeletal rearrangements and extracellular matrix (ECM) degradation. In 

vitro, the role played by SMAD2/3 in the invasive properties of BxPC-3 cells in response to TGF-β was then 

investigated using a Matrigel™-coated transwell assay (Figure 2B). Following 72 h of TGF-β treatment, 

control BxPC-3 cells showed a 5.5-fold increase in cell invasion compared to untreated cells. Inversely, no 

increase was observed upon TGF-β treatment in S2/3-KO BxPC-3 cells, which retained a very low invasive 

potential (Figure 2B). Similar results were obtained with S2/3-KD BxPC-3 cells (Figure S2D) and S2/3-KD 

Capan-1 cells (Figure S2E). We confirmed those in vitro results using a zebrafish embryo model that was 

previously reported to be suitable for determining invasive properties of tumor cells 34. Control and S2/3-KO 

BxPC-3 cells pre-stained with a fluorescent lipophilic dye (DiD) were injected into the yolk sac of (fli:GFP) 

Casper zebrafish embryos. Migratory potential was assessed 24 h post-injection, by quantifying the number 

of tumor cells that reached the tail through the circulatory system, mimicking metastases spreading (Figure 

2C). S2/3-KO BxPC-3 cells displayed a lower migratory rate compared to control BxPC-3 cells, since we 

observed 1.6-times more cells in embryo tails engrafted with control versus S2/3-KO BxPC-3 cells. 

To investigate whether the acquisition of migratory and invasive properties in a SMAD4-negative context 

relied on SMAD2/3, we stably rescued SMAD2 and SMAD3 expression in S2/3-KO BxPC-3 cells (BxPC-3 

S2/3-Rescue). SMAD2/3 re-expression and activation (phosphorylation induced by TGF-β treatment) were 

assessed by immunoblot analysis (Figure S2F). As expected, SMAD2/3 re-expression was sufficient to 

significantly increase both basal and TGF-β-induced migration (Figure 2D) and invasion (Figure 2E), as 

illustrated by a 7-fold increase in migration and invasion, compared to S2/3-KO BxPC-3 cells. 

Collectively, these results demonstrate that in a cellular context devoid of SMAD4, SMAD2/3 are necessary 

and sufficient to transduce TGF-β-driven cell migratory, and invasive properties. 
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Figure 2. SMAD2 and SMAD3 are crucial in the migratory and invasive potential of BxPC3 (Smad4-

) cells in response to TGF-β  

(A) Images of a transwell migration assay with control and S2/3-KO BxPC-3 cells cultured for 24 h in the

presence or absence of TGF-β and/or RepSox, the TGF-βR1 kinase activity inhibitor. Migration was 

quantified as the mean value of five independent experiments and represented as a graph. t-test, ***, p-value 

< 0.001; ns, not significant.  

(B) Images of transwell invasion assay in matrigel with control and S2/3-KO BxPC-3 cells cultured for 72 h

in the presence or absence of TGF-β and/or RepSox. Cell invasion was quantified as the mean value of five 

independent experiments and represented as a graph. t-test, ***, p-value < 0.001; ns, not significant. 

(C) Images (left panel) of zebrafish embryos (fli:GFP) grafted with pre-stained control or S2/3-KO BxPC3

cells (in red). Zebrafish embryos were incubated at 28°C for 24 h after engraftment, and then imaged on an 

EVOS Cell Imaging System microscope. White arrows point toward disseminated cells (in red). Scale bar 

(left-hand images) = 1 mm. Scale bar (right-hand images) = 0.25 mm. Right panel: quantification of invaded 

metastatic cells per embryo, performed 24 h post-engraftment. Means are indicated by horizontal bar. t-test, 

***, p value <0.001. 

(D) Images of a transwell migration assay with control, S2/3-KO, and S2/3-Rescue BxPC-3 cells cultured

for 24 h in the presence or absence of TGF-β. Migration was quantified as the mean value of five independent 

experiments and represented as a graph. t-test, ***, p-value < 0.001; **, p value <0.01; ns, not significant. 

(E) Images of a transwell invasion assay with control, S2/3-KO, and S2/3-Rescue BxPC-3 cells cultured for

72h in the presence or absence of TGF-β. Invasion was quantified as the mean value of five independent 

experiments and represented as a graph. t-test, ***, p-value < 0.001; *, p-value < 0.05; ns, not significant. 
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TGF-β induces a SMAD2/SMAD3-dependent pro-migratory transcriptional program leading to 

collective migration phenotype in SMAD4-negative pancreatic cancer cells. 

To define whether phenotypic differences between control and S2/3-KO BxPC-3 cells resulted from the 

activation of a peculiar transcriptional program by SMAD2/3 in the absence of SMAD4, we performed RNA 

sequencing analysis (RNASeq). Triplicate RNAseq raw data from control and S2/3-KO BxPC-3 cells, treated 

or not with TGF-β (1 h and 24 h) were normalized using a standard pipeline. 

We first use differential analyses and Venn diagram (Figure S3A) to define the subset of genes differentially 

expressed in control and S2/3-KO BxPC-3 cells solely upon TGF-β treatment: 199 genes were identified as 

specifically differentially expressed 1 h post-treatment, and this number reached 964 at 24 h (Figure S3B 

and Table S1). We confirmed these RNA-seq results by RT-qPCR and immunoblot for some SMAD2/3 

putative targets identified randomly chosen, and showed that FGF1, ITGB6, LPXN and TGFβI expressions 

were indeed upregulated after 24 h of TGF-β treatment in control BxPC-3, but not in S2/3-KO BxPC-3 cells 

(Figure S3C-D). Importantly, re-expression of SMAD2/3 in S2/3-rescue BxPC-3 cells was sufficient to 

restore TGF-β-induced regulation of these genes (Figure S3E). Thus, SMAD2/3 likely drive the expression 

of a specific transcriptional program in the absence of SMAD4. 

Non-canonical pathways induced by TGF-β can also induce transcriptomic changes. Then, to delineate 

precisely SMAD2/3 target genes in absence of SMAD4, we decided to focus -among the 964 genes described 

above-, on the 144 genes differentially expressed after 24 h exposure to TGF-β in control BxPC-3 cells, but 

not in S2/3-KO BxPC3 cells (Table S2). Indeed, these genes likely correspond to SMAD2/3-specific targets 

in a SMAD4-deficient context and could also reflect the different phenotypic responses between control and 

S2/3-KO BxPC3 cells observed upon TGF-β treatment. We performed Gene Set Enrichment Analyses using 

pathways from GO on this panel of 144 genes. Interestingly, we identified an over-representation of genes 

involved in the induction of migration and motility (Figure 3A), which may explain the phenotypic migratory 

differences observed in the context of SMAD2/3 expression.  

Of note, among the genes that were inactivated in control cells upon TGF-β treatment, we identified several 

epithelial cell adhesion/junction molecules, such as KRT13 and 15, but not E-Cadherin or β-Catenin, the 

expression of which remained unchanged upon TGF-β stimulation. Reciprocally, we observed a gain of some 

mesenchymal markers such as FN1. Such persistence in epithelial and cell/cell junction markers (E-Cadherin, 

β-Catenin), with the simultaneous extinction of others (KRT) and induction of mesenchymal markers (FN1) 

is one of the characteristics of collective migration 35–37. Collective migration is a process whereby cells move 

as a cohesive multicellular unit and retain strong cell-cell interactions with specialized “leader cells” located 

at the invasive front 38. In those leader cells, migratory properties were shown to rely on actin cystoskeleton 

remodeling through activation of a FAK (focal adhesion kinase)-Rac1 signalling axis. Interestingly, using 

KEGG pathway analysis, we identified a specific enrichment in genes involved in the regulation of focal 
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adhesions (FA, hsa04510), which are complex membrane structures playing a major role in cell spreading, 

lamellipodia extension and cell migration 39. More precisely, the expression of molecules acting upstream of 

FAK, such as COL1A1, FN1, ITGB6, FGF1, LAMC2 or EFNA2 were all significantly upregulated in control 

BxPC-3 cells 24 h after TGF-β treatment, but not in S2/3-KO BxPC3 cells.  

Such an increase in the expression of FAK activating molecules provides a credible scenario to explain how 

TGF-β could confer pro-migratory and pro-invasive properties to SMAD4-deficient cells via the activation 

of a SMAD2/3-dependent transcriptional program modulating notably cell adhesion properties and 

cytoskeleton dynamics.  

We then wondered whether migratory properties observed in control but not in S2/3-KO BxPC-3 cells upon 

TGF-β treatment could result from the induction of collective migration. Since TGF-β is a well-known EMT-

promoting factor, we first exclude that decreased motility of S2/3-KO BxPC-3 cells could be due to a failure 

to engage in such a process in response to TGFβ. As shown in Figure S3F, we did not observe a global 

switch towards the expression of EMT-mesenchymal markers such as Fibronectin, N-Cadherin, Vimentin, 

ZEB1 or Snail/Slug in response to TGF-β. Then, upon TGF-β treatment, control BxPC-3 cells remain in a 

rather epithelial state, with only discrete changes of few epithelial markers, while others remain expressed 

together with mesenchymal ones (38,40). We then assessed morphological changes in both control BxPC-3 and 

S2/3-KO BxPC3 cells cultured for 5 days in the presence or absence of TGF-β (Figure 3B). In the presence 

of TGF-β, control cells remained cohesive with an epithelial shape, without clear morphological evidence of 

EMT.  However, we observed slight changes at the leading cells localized at the migration front, with the 

emergence of large lamellipodia, which were absent in S2/3-KO BxPC3 cells. 

Small GTPases, such as Rac1 and Rho-A are well described as mediators of migration through cytoskeletal 

remodeling and have critical roles in the invasive and metastatic behavior of cancer cells 41. Rac1-GTP is 

notably involved in lamellipodia extension and focal adhesions during collective migration 42. We thus 

investigated the activation of Rac-1 in both cell lines treated or not with TGF-β (Figure 3C). Total Rac1 

levels remained unchanged in both cell lines, whereas activated Rac1-GTP-bound levels increased only in 

control BxPC-3 cells treated with TGF-β (1.8-fold). Thus, Rac1 activation upon TGF-β treatment relies on 

SMAD2/3 expression in a SMAD4-deficient context. 

To further determine whether the protrusive cells with enlarged lamellipodia were effectively “leader cells” 

and considering our RNAseq data, we used immunofluorescence microscopy to evaluate the expression of 

FA mediators and components. During cell migration, vinculin, an actin-binding cytoskeletal protein, is 

recruited to FA and co-localizes with other critical effectors of cell migration such as phosphorylated active 

FAK (pFAKY397) or Paxillin (PXN) to control FA turnover 43–46. We performed co-IF experiments to detect 

vinculin and pFAKY397 in control and S2/3-KO BxPC-3 cells treated with TGF-β (Figure 3D). In control 

cells, vinculin and pFAKY397 co-localized in FA at the edge of the cell monolayer. The staining pattern 

switched from a dotted pattern in the absence of TGF-β to a “claw-like” pattern in the enlarged lamellipodia 
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in response to TGF-β treatment, indicative of FA maturation, whereas it remained unchanged in S2/3-KO 

BxPC3 cells, maintaining FA in a nascent state. Immunoblot analysis of Paxillin and p-FAKY397 showed that 

TGF-β potentiated the expression of Paxillin and the phosphorylation of FAK in control but not in S2/3-KO 

BxPC3 cells (Figure 3E), strengthening the involvement of SMAD2/3 in TGF-β-induced focal adhesion 

maturation in the absence of SMAD4. We thus investigated whether a Rho-A inhibitor (Rhosin), a Rac1 

inhibitor (NSC 23766), a pFAKY397 inhibitor (Defactinib) or the calcium-chelating agent EGTA, which 

interferes with cell-cell junctions by disrupting cadherin-cadherin homotypic interactions, affected BxPC-3 

cell migration in response to TGF-β. As shown in Figure 3F, all four inhibitors significantly blocked TGF-

β-induced migration in BxPC-3 cells. 

Hence, TGF-β-induced SMAD2/SMAD3-dependent migration in SMAD4-negative PDAC cells requires the 

activation of FAK, the Rho GTPases/Rac cascade, as well as intact cell-cell adhesions, which are hallmarks 

of collective cell migration. 
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Figure 3B
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Figure 3. SMAD2/3 initiate a collective migration transcriptional program in response of TGF-β in a 

SMAD4-null PDAC context. 

(A) Scatterplot showing the top 25 enriched biological pathways using Gene Ontology (GO) database based

on a list of 144 differentially expressed genes between control and S2/3-KO that are specific to the TGF-β 

treatment response at 24h. Dots are colored according to the adjusted statistical probabilities (FDR) and sized 

by the count number of genes matching the biological process. Gene ratio corresponds to the relative number 

of input genes and known associated genes of the tested biological pathway.  

(B) Bright field microscopy images of control and S2/3-KO BxPC3 cells after 5 days of TGF-β treatment.

Black arrows indicate the presence of large lamellipodia detectable only in control cells in the presence of 

TGF-β. Scale bar = 30 µm. 

(C) Immunoblot of Rac-1, GAPDH and Rac-1 GTP on control and S2/3-KO BxPC-3 cells treated or not with

TGF-β for 15 min. Rac1-GTP was quantified as the mean value of three independent experiments and 

represented as a graph. t-test, **, p value <0.01. 

(D) Images of Vinculin and phospho-Focal Adhesion Kinase (pFAKY397) immunofluorescence performed on

control and S2/3-KO BxPC-3 cells treated or not with TGF-β for 8 hours. Insets represent enlarged views of 

regions to visualize focal adhesion (FA) in leader cells. Nuclei were counterstained in blue with DAPI. Scale 

bar (left-hand images) = 2.5 µm. Scale bar (enlarged merge images) = 5 µm. Mature focal adhesions per cell 

were quantified as the mean value of three independent experiments and represented as a graph. t-test, ***, 

p-value < 0.001; ns, not significant.

(E) Immunoblot of Paxillin (PXN), phospho-Focal Adhesion Kinase (pFAKY397), Focal Adhesion Kinase

(FAK) and GAPDH on control and S2/3-KO BxPC-3 cells treated or not with TGF-β for 24 hours.  

(F) Images of a transwell migration assay with control BxPC-3 cells cultured for 24 h in the presence or

absence RhoA inhibitor (Rhosin), Rac-1 inhibitor (NSC 23766), phospho-FAK inhibitor (Defactinib), the 

calcium-chelator (EGTA) and TGF-β. Migration was quantified as the mean value of five independent 

experiments and represented as a graph. t-test, ***, p-value < 0.001; **, p value <0.01; ns, not significant. 
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In human SMAD4-negative-PDAC patients, activation of SMAD2 is a marker of aggressiveness 

To assess the clinical relevance of SMAD2/3 oncogenic role in settings of SMAD4 absence, we analyzed 

506 proprietary resected primary human PDAC samples that we clinically and morphologically annotated. 

Loss of SMAD4 occurs in 50% of the PDAC cases 47 but the status of SMAD2/3 phosphorylation -i.e. of 

their activation status- has never been explored in situ. No antibody specifically recognizes pSMAD3 in 

immunohistochemistry (IHC), both in literature and the multiple tests we realized. However, we successfully 

succeed in setting up a robust and reproducible protocol to assess pSMAD2 and SMAD4 status by IHC. We 

verified the specificity of these antibodies on placenta (positive control) and lymph node (negative control) 

(Figure S4A). We analyzed the expression of pSMAD2 and SMAD4 on serial sections of 506 primary human 

PDACs and classified these tumors into 4 groups (SMAD4+/pSMAD2high, SMAD4+/pSMAD2low, SMAD4-

/pSMAD2high, SMAD4-/pSMAD2low) (Figure 4A and S4B). Consistent with the literature, 253 samples (50% 

of all samples) stained negative for SMAD4. Importantly, both SMAD4 (when positive) and pSMAD2 were 

clearly nuclear. Among these, 240 cases (47.4% of all samples) showed high pSMAD2 expression and 

stained negative for Smad4 (SMAD4-/pSMAD2high tumors), while the rest of the cases were split into 

SMAD4+/pSMAD2high (n = 241, 47.6%), SMAD4+/pSMAD2low (n = 12, 2.4%) and SMAD4-/pSMAD2low (n 

= 13, 2.6%) tumors (Figure S4B-C).  

When we explored the overall survival based only on SMAD4 expression, no statistical difference between 

the SMAD4- and SMAD4+ groups was unveiled (1.9 [1.6, 2.3] versus 2.4 [1.9, 2.7], p = 0.14) (Figure S4C, 

right upper panel). Similarly, pSMAD2 expression alone did not discriminate groups (2.4 [2.1, NA] versus 

2.0 [1.8, 2.4], p = 0.23) (Figure S4C, right lower panel). On the contrary, SMAD4-/pSMAD2high tumors show 

a trend towards a worse prognosis, and SMAD4-/pSMAD2low towards a better prognosis (Figure S4C, left 

upper panel). The prognostic value of SMAD2 activation in settings of SMAD4 deficiency was confirmed in 

univariate analysis, since patients with SMAD4-/pSMAD2high tumors had a poorer overall survival than the 

patients with other patterns of expression (p = 0.047) (Figure 4B). The patients with SMAD4-/pSMAD2high 

tumors displayed a reduction of their overall survival of 0.7 years, corresponding to approximately 8 months 

(Figure 4B). This analysis is consistent with our hypothesis that prognosis is not driven solely by SMAD4, 

but that the combination of SMAD4- and pSMAD2 protein expression may be considered of prognostic value. 

To better characterize the SMAD4-/pSMAD2high group of tumors vs pooled other groups and explain the 

worse overall survival, we analyzed the correlation between pSMAD2/SMAD4 expression (by IHC) and 

other known and validated histo-prognostic factors. In univariate analyses, SMAD4-/pSMAD2high was 

associated with increased perineural invasion, a higher ratio of invaded/analyzed lymph nodes and higher 

TNM stage (p < 0.001, p < 0.005 and p < 0.001, respectively), whereas only perineural invasion and higher 

TNM stage remained statistically associated with SMAD4-/pSMAd2high in multivariate analysis (Figure 4C 

and 4D). As higher TNM stages correspond to more aggressive tumors, we investigated whether SMAD4-
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/pSMAD2high tumors displayed more advanced local (T stage) or regional (N stage) aggressiveness. The 

distribution of tumors according to the T and N stages shows that the aggressiveness of these tumors could 

be driven by two different mechanisms. The first one is perineural invasion, which is twice as frequent in the 

SMAD4-/pSMAD2high tumors (2.463 [1.486; 4.082], p < 0.001, Figure 4C) and is consistent with higher T 

stages (Figure 4E), reflecting the local invasion along the nerve sheet. The second mechanism corresponds 

to regional lymph node metastasis with a higher ratio of invaded/analyzed lymph nodes (OR: 4.424 [1.552; 

12.613], p = 0.005, Figure 4C), consistent with a higher number of N2 stage in SMAD4-/pSMAD2high tumors 

(Figure S4D and 4E). Taken together, our data show that SMAD2/3 TGF-β pathway activation is detectable 

in the absence of SMAD4 in human PDAC and is correlated with poorer survival, associated with the 

presence of aggressive features such as perineural invasion and lymph node metastasis. 

This analysis is consistent with our hypothesis that prognosis is not driven solely by SMAD4, but that the 

combination of SMAD4- and pSMAD2 protein expression may be considered of prognostic value. 
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E
Univariate Smad4-/pSmad2high  pattern correlation analysis 

Variable Level OR 95% CI P-value 

Clinical Factor 

Size Per cm 1.012 [1.000 ; 1.024] 0.052 

Histopathological factors 

pTNM 2017 staging III-IV 1.976 [1.359 ; 2.872] <0.001 

Ratio Invaded Node/analyzed Per % 4.424 [1.552 ; 12.613] 0.005 

Invaded Node  Per Invaded Node 1.035 [0.987 ; 1.085] 0.153 

Perineural Invasion Yes 2.463 [1.486 ; 4.082] <0.001 

Necrosis Yes 1.415 [0.995 ; 2.012] 0.053 

Direct Vascular Invasion  Yes 1.215 [0.856 ; 1.725] 0.275 

Multivariate Smad4-/pSmad2high pattern correlation analysis 

 Variable OR 95% CI P-value 

Tumor Size (cm) 1.004 [0.991 ; 1.017] 0.548 

pTNM 2017 Stade (III-IV/I-II) 1.798 [1.081 ; 3.010] 0.024 

Perineural Invasion (yes/no) 2.254 [1.350 ; 3.860] 0.002 

Necrosis (yes/no) 1.309 [0.904 ; 1.895] 0.154 

Ratio Invaded Node/analyzed (%) 1.271 [0.311 ; 5.300] 0.739 

B

Other

Smad4-/pSmad2high

p=0.047
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Figure 4. pSMAD2high/SMAD4- pancreatic tumors are correlated with increased aggressiveness in vivo 

(A) Immunohistochemistry for SMAD4 and pSMAD2 on 506 clinically annotated resected primary human

PDAC. The tumors were separated (sorted?) into 4 groups according to SMAD4 and pSMAD2 status 

(SMAD4+/pSMAD2high, SMAD4+/pSMAD2low, SMAD4-/pSMAD2high, SMAD4-/pSMAD2low). 

(B) Survival curve of patients with Smad4-/pSmad2high PDAC compared to pooled three other groups.

(C) Univariate analysis of the correlation between the SMAD4-/pSMAD2high tumor pattern and

aggressiveness / histopathological features. 

(D) Multivariate SMAD4-/pSMAD2high pattern correlation analysis.

(E) pT and pN status distribution for SMAD4-/pSMAD2high tumors and non-SMAD4-/pSMAD2high tumors.
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Discussion 

In the present study, we provide evidence that the oncogenic properties of TGF-β in SMAD4-negative BxPC-

3 cells is associated with the activation of a transcriptional program triggered by SMAD2 and SMAD3. This 

transcriptional program supports the activation of a Rho/Rac-dependent invasive migratory program related 

to “collective migration” involving vinculin and FAK. Finally, we explored in vivo the physiological 

relevance of SMAD2 activation in 506 human PDAC samples and evidenced that SMAD4-negative tumors 

with high levels of pSMAD2 were more aggressive and had a poorer prognosis. 

Mechanistically, we demonstrated that control BxPC-3 cells migrate in clusters in response to TGF-β, only 

in presence of SMAD2/3, with no obvious morphological features of EMT and no or few changes in classical 

EMT molecular markers. TGF-β-driven tumor migration is generally associated with the capacity of TGF-β 

to induce EMT-associated single cell migration. However, it has been previously reported that cancer cells 

do not rely on the EMT process to gain in aggressiveness, and that EMT and migration can occur 

independently 16,26,48,49. A recent study by David et al. 30 even showed that TGF-β-induced EMT in SMAD4-

positive PDAC is lethal by ultimately leading to cell apoptosis. In the present study, we observed that 

SMAD2/3 expression in a SMAD4-deficient context is associated to morphological, sub-cellular and genetic 

changes reminiscent to collective migration, which is an alternative migratory process in both development 

and cancer 40,50,51.  

Collective migration is an orchestrated cell movement relying on the dynamic assembly of complex 

multiproteic membrane structures known as focal adhesions (FA) 46,52. FA, are large macromolecular 

assemblies that form at the leading edge of the cell in lamellipodia, and consist of integrins, kinases (such as 

FAK) and adapter/cytoskeletal proteins (such as vinculin) 53. Also, vinculin binds FAK, which is in turn able 

to regulate the activity of Rac, promoting the formation of new adhesions at the leading edge 54. Previous 

studies have shown a crucial role for Rac1 in TGF-β/SMAD and non SMAD-mediated cellular responses 55–

57. Here, our findings support that SMAD2/3 mediate oncogenic properties of TGFβ in the absence of

SMAD4 in pancreatic tumor cells, via conferring them collective migration ability through modulation of 

Rho/Rac and FAK activities to form FA. As non-canonical TGF-β signaling and SMAD-dependent BMP 

pathway were not affected, also slightly delayed, after TGF-β treatment in S2/3-KO BxPC3 cells, we cannot 

exclude a synergistic role for these pathways with SMAD2/3 in the absence of SMAD4. Of note, beside their 

interest to study SMAD2/3 independently of SMAD4, our cellular models will then also be useful to further 

characterize the non-canonical pathways and associated crosstalks. 

Gene set enrichment analyses performed on SMAD2/3-dependent target genes at 24h of TGF-β treatment 

uncovered a biological signature reinforcing the crucial role of SMAD2/3 in migration and motility (e.g. 

locomotion, cell motility, cell migration, ECM organization…) such as COL1A1, FN1, ITGB6, FGF1, 

LAMC2, EFNA2, MYL9 or ABLIM2. Recently, an integrated transcriptome meta-analysis of pancreatic ductal 
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adenocarcinoma identified 28 upregulated genes in PDAC compared to both adjacent and normal pancreatic 

tissues that may be used as promising prognostic and diagnostic biomarkers for PDAC 58. Our results 

identified 3 of these 28 genes that were upregulated 24 h after exposure to TGF-β in control BxPC-3 cells, 

but not in S2/3-KO BxPC3 cells (e.g. ITGB6, LAMC2, and TGM2). Interestingly, Zhuang et al. recently 

demonstrated that ITGB6 overexpression is significantly associated with upregulation of FA signaling 

pathways in pancreatic cancer 59, and this gene was also recently included in a prognostic signature 

(comprising 9 genes) of pancreatic cancers by Wu and colleagues 60. In addition, we observed that the 

transcriptional changes in the expression of genes such as COL1A1, FN1, ITGB6, FGF1, MYL9 or ABLIM2, 

which are known to modulate Rac1 activity or the organization of cytoskeleton, are all SMAD2/3-dependent 

(Table S2). Then, we assume that a SMAD2/3-dependent transcriptional switch upon TGF-β treatment is 

responsible for increased migratory properties of PDAC cells in absence of SMAD4. 

In human tumors, our findings show that activation of the SMAD2/3 TGF-β pathway persists in the absence 

of SMAD4 in a subset of patients. Persistence of pSMAD2 in the absence of SMAD4 (i.e. SMAD4-

/pSMAD2high tumors) is associated with increased perineural invasion, lymph node metastasis, necrosis and 

poor prognosis. Persistent pSMAD2 expression in the vast majority of PDAC (95%) is highly evocative of a 

positive selection pressure for this factor associated with oncogenic effects. Our results are consistent with 

the association of perineural invasion and loss of SMAD4 reported previously 61,62. The difference in overall 

survival of more than 8 months between Smad4-/pSmad2high and other patients, corresponds to an 

approximate reduction of one third in post-resection overall survival, which is non-negligible for patients.  

Then, our findings that SMAD4-/pSMAD2high human PDAC are more aggressive, suggest that combined 

immunohistochemistry for SMAD4 and pSMAD2 may improve PDAC patient stratification and identify a 

poor prognostic subgroup. To go further on a clinical point of view, several FAK inhibitors have entered 

clinical development, but so far, the use of these agents as monotherapy has been limited 63,64. Our results 

show that FAK activation in PDAC is at least partly mediated by perverted SMAD2/3-TGF-β signaling in 

PDAC cells that have lost SMAD4. Then, concomitant inhibition of FAK and TGF-β signaling using either 

TGF-β-RI kinase inhibitors (such as galunisertib) or monoclonal antibodies (such as frezolizumab) may act 

synergistically in pancreatic cancer. Finally, the identification of SMAD2/3-induced genes by RNAseq may 

provide new therapeutic targets for PDAC.  

In conclusion, this work reveals that SMAD4 inactivation in PDAC not only results in a loss of SMAD4 

tumor suppressive function but is concomitant to the oncogenic gain-of-function of SMAD2 and SMAD3. 

Further investigations are required to determine whether SMAD4-positive cancer cells, in which SMAD4 

cytostatic and pro-apoptotic functions are active, also use SMAD2 and 3 as oncogenic factors. This could 

broaden the potential therapeutic options for SMAD2- and 3-dependent TGFβ target genes. 
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Materials and Methods 

Cell lines culture and treatment 

The BxPC-3 (SMAD4 negative, ATCC CRL-1687, C.Sun et al. 2001) human pancreatic adenocarcinoma 

cell line was maintained in RPMI-1640 medium supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 1% 

penicillin/streptomycin (P/S). BxPC-3 cells with targeted disruption of SMAD2 and SMAD3 genes (S2/3-

KO) were established using the CRISPR/Cas9 system. Plasmid construct for SMAD2 CRISPR/Cas9, bearing 

the specific single-guide RNA targeting the exon 2 of SMAD2 (GATGGAAGAAGTCAGCTGGT), the 

puromycine resistance and the hCas9 were stably transfected in the BxPC-3 cell line (2 µg). Plasmid construct 

for SMAD3 CRISPR/Cas9 gene knockout, bearing the specific single guide RNA targeting the exon 6 of 

SMAD3 (GGAATGTCTCCCCGACGCGC) and the hygromycine resistance cassette were stably inserted in 

HEK293LTV cells to produce lentiviral particles. LV suspension was added in BxPC-3 medium during 24 

h. Transfected cells were selected with the antibiotic puromycin (1 µg/mL) and hygromycine (250 µg/mL)

and tested for efficient gene knockout (KO) by immunoblot, immunofluorescence and flow-cytometry with 

specific SMAD2 and SMAD3 antibodies.  

Plasmid construct for SMAD2/3-rescue was inserted into HEK293LTV cells to produce lentiviral particles. 

LV suspension was added inS2/3-KO BxPC-3 cell medium and cells selected with blasticidine (5 µg/mL).  

Plasmids constructs for SMAD2 and SMAD3-knockdown (shRNA, sequences available upon request), 

harboring shRNA sequences designed against SMAD2 or SMAD3 antibiotic resistance cassette for selection, 

were inserted into HEK293LTV cells to produce lentiviral particles. LV suspension was added in BXPC-3 

and Capan-1. Sh-S2/3-cells were selected with blasticidine (5 µg/mL) and hygromycin (250 µg/mL). 

For all experiments, BxPC-3 and Capan-1 cells were seeded in RPMI or IMDM medium, respectively, 

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 1% P/S (without puromycin), and they were serum-

starved for 12 h prior to each experiment.  

PANC-1 (SMAD4 positive, ATCC CRL-146) human pancreatic adenocarcinoma cell line were maintained 

in DMEM supplemented with 10% FBS and 1% P/S. MCF 10A (ATCC CRL-10317) human breast cell line 

was maintained in MEMB supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 1% P/S. All cells were 

grown at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO2.  

Reagents 

Recombinant human TGF-β1 (TGF-β1) was purchased from PeproTech (#100-21 B). RepSox (TβRI kinase 

activity inhibitor, #S7223) was from Selleckchem. 5-Fluorouracil (5-FU, #F6627) was from Sigma. The Rho 

inhibitor (Rhosin #5003) and the RAC1 inhibitor (NSC23766 #2161) were from Biotechne. Antibodies 

against SMAD2 (#5339), SMAD3 (#9523), phospho-SMAD2 (Ser465/467) (#3108), phospho-SMAD3 
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(Ser423/425) (#9520), SMAD2/3 (#8685), SMAD4 (#46535), RAC1 (#4651), βIG-H3 (#5601) and Leupaxin 

(#59309) were purchased from Cell Signaling. The anti-GAPDH antibody (#8245), anti-phospho histone H3 

(#14955), anti-Snail/Slug (#85936), SMAD1/5/9 (#80255) were from Abcam. Anti-Paxilin (PXN) (PA5-

111334) and anti-pFAKY397 (44-625G) were from Invitrogen. Anti-vinculin (V9131), anti-FAK (#05-537) 

and anti-ZEB1 (#HPA027524) were from Sigma. ZO-1 (# 610966), E-cadherin (#610405), β-Catenin 

(#610154), Fibronectin (#610077) and N-Cadherin (#610920) primary antibodies were from BD Biosciences. 

Antibody against vimentin was from DAKO (#GA63061). HRP-coupled anti-rabbit secondary antibody were 

from Immuno Reagents (GtxRb-003-DHPRX). HRP-coupled anti-mouse secondary antibody were from 

Dako Cytomation (P0260). Culture media were obtained from GIBCO-Invitrogen. Nuclear and cytoplasmic 

extraction reagent (ThermoFischer NE/PER kit #78833) was used for cell fractionation assay before 

immunoblots.  PAK1 PBD Anti-RAC1-GTP agarose beads (# STA-411) were from Cell Biolabs.  

Immunoblot analysis 

For protein analysis, cells were washed once with cold phosphate-buffered saline (PBS), and lysed with RIPA 

buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 1% 

Nonidet) containing a protease and phosphatase inhibitor cocktail. After protein quantification, 10 to 50 μg 

of protein was used for total lysate samples. Samples were separated by SDS-polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) and detected by immunoblot (WB) using Amersham ECL Prime Detection 

Reagent (GE Healthcare).  

Immunofluorescence 

To visualize the collective migration, cells were seeded in Ibidi 3 well removable chambers slides (#80381) 

at 1.5x105 cells per well, in which a 2 wells culture-insert (Ibidi #80209) was added, defining a cell-free gap 

(wound). Upon confluency, cells were serum starved. The next day the culture-insert was removed, and the 

cells were treated or not with TGF-β (10 ng/mL) for 8h. 

Cells were fixed with 4% PFA (paraformaldehyde solution, Thermo Scientific) for 30 min, washed (PBS 

1X), permeabilized with 0.1% Triton X-100 for 5 min, and blocked with PBS-5% FBS for 1 h. Labeling was 

performed by incubating cells for 1 h with specific antibodies for SMAD2/3, vinculin and phospho-FAKY397. 

After three PBS 1X washes, cells were incubated with the specific secondary antibodies Alexa488-

conjugated goat anti-mouse antibody (Life Technologies, A-11001), or Alexa594-conjugated goat anti-rabbit 

antibody (Life Technologies, A-11012). All antibodies were diluted in DakoReal Antibody Diluent (#S2022). 

Cells were washed three times with PBS 1X, and incubated with DAPI (Sigma d9542) for 5 min. Samples 
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were mounted on microscope slides with DakoCytomation Fluorescent Mounting Medium. Images were 

acquired on an Upright epifluorescence microscope Zeiss AxioImager and treated with ImageJ Software.  

Flow cytometry 

The proportion of SMAD2/3 positive cells in control and S2/3-KO BxPC-3 cells was assessed by flow 

cytometry. Control and S2/3-KO BxPC-3 cells were detached (trypsin or scratch?), washed and resuspended 

with Flow Cytometry Staining Buffer (eBioscience #00-4222-26). To assess cell viability, cells were stained 

with LIVE/DEAD Far Red Dead Cell solution (Invitrogen #L10120). Cells were fixed and permeabilized for 

30 min with 1X FoxP3 Fixation/Permeabilization Buffer (eBioscience #00-5523-00), washed, resuspended 

in 1X Permeabilization Buffer (eBioscience #00-8333-56), then blocked with 5%-FBS Permeabilization 

Buffer for 30 min. Cells were then incubated with anti-SMAD2/3 antibody for 45 min, washed twice with 

1X Permeabilization Buffer, incubated with anti-rabbit Alexa Fluor 488-conjugated antibody (Invitrogen 

A32731) for 30 min and washed twice with 1X Permeabilization Buffer. Samples were resuspended in Flow 

Cytometry Staining Buffer before analysis with BD Canto II flow cytometer. Results were interpreted with 

BD DIVA Software.  

Migration assays 

Transwell migration assay was used to assess the migration capacity of the cells (transwell assay, Corning 

#353097) followed by an immunofluorescence (IF) assay. 5x104 cells were seeded in the insert chamber (8 

µm pore size) and allowed to attach for at least 3 h in 0% FBS medium. Cells were then pre-treated with the 

anti-proliferative compound 5-Fluorouracil (5-FU, 8 µM) for one hour and stimulated or not (Untreated) with 

TGF-β (10 ng/mL) for 24 h. If indicated, cells were also pre-treated 1 h either with RepSox (TβR1 kinase 

activity inhibitor), Rac Inhibitor (50µM), Rho inhibitor (30 µM), phosphor-FAK inhibitor (1 µM) and EGTA 

(0.3 mM), then treated or not (untreated) with TGF-β (10 ng/mL) for 24 hours.  

Cells were then washed with PBS1X, methanol-fixed for 15 min and stained with crystal violet (0.1%) for 

20 min. The quantification of cell migration was determined using ImageJ software.  

Invasion assays 

Boyden Chambers with inserts coated with growth factor-reduced Matrigel (ECM Gel from Engelbreth-

Holm-Swarm murine sarcoma, Corning #354230) were used to assess cell invasion. Briefly, 5x104 cells per 

insert were resuspended in 100 µL of matrigel (5 mg/mL) and carefully seeded on top of each insert. Matrigel 

was left at 37°C one hour in order to allow solidification. Next, 700 µL of 10% FBS medium was added to 
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the lower chamber and 300 µL of 0% FBS medium was added to the insert. The specific treatments were 

then applied to the insert upper chamber (5-Fluorouracil 8 µM to all wells, and TGF-β 10 ng/mL only to 

treated conditions). After 72 h, cells were washed with PBS 1X, methanol-fixed for 15 min and stained with 

crystal violet (0.1%) for 20 min. The quantification of cell invasion was determined using ImageJ software.  

RT-qPCR 

TGF-β target gene mRNA expression in BxPC-3 cells was assessed by RT-qPCR. Briefly, total RNA was 

isolated from cells treated or not (Untreated) with TGF-β (10 ng/mL) using RNAeasy Plus Mini Kit (Qiagen 

#74136), according to the manufacturer’s instructions. 1 µg of total RNA were used for cDNA synthesis 

using random primers (Invitrogen #48190011), and Superscript RT (Invitrogen #18064014). qPCR was 

performed using the SYBR Fast SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems #4385612) and the specific 

human primers listed in the Supplemental Table 3. Data were analyzed using the 2-ΔΔCt method to gene 

examine relative expression, presented as the fold change over control and normalized to GAPDH. 

RNA Sequencing 

Material for RNA sequencing (RNASeq) was generated from control and S2/3-KO BxPC-3 cells treated or 

not with TGF-β (10 ng/mL) for either 1 h or 24 h. RNA was isolated, quantified and integrity was measured 

using an RNA assay kit on a 2100 BioAnalyzer (Agilent, RIN>7). The samples were then subjected to RNA 

sequencing (Illumina NovaseqTM6000, Paired End). RNASeq data have been deposited in Gene Expression 

Omnibus (GEO). 

Alignment and quantification. After careful quality controls, gene expression was quantified using Salmon 

(v1.1.0) (Patro et al, 2017) and the annotation of known genes from Gencode v33 (Frankish et al, 2021). 

Quality controls. Using the raw expression matrix, we estimated the number of detected genes as the number 

of genes with at least 5 counts. Principal component analysis (PCA) was done with the plotPCA function of 

the DESeq2 R package (Wickham H (2016). 

Gene expression and normalization. Unless otherwise specified, the analyses were performed using R (v 

3.6.1) and illustrations produced with the ggplot2 (Love et al., 2014) and ggpubr packages. Raw expression 

data were normalized to their log transcripts per million (logTPM) values before clustering and visualization. 

Differential expression analysis. Starting from raw counts, we used the R package DESeq2 (v1.26) to perform 

the differential expression analysis. We performed four sets of differential analyses to compare gene 

expression levels between conditions (WT or S2/3-KO) with or without treatment after 1h or 24h. The design 

was set as ~replicate+condition. Differential expression was tested using the Wald test, and p-values were 
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corrected with the Benjamini-Hochberg method. Genes were considered as significantly differentially 

expressed if their absolute log2 fold-change was above 1 with an adjusted p-value < 0.05. 

Heatmap visualization. The top 50 genes were selected from the differential analyses based on their adjusted 

p-value < 0.05 after 1 h or 24 h TGF-ß treatment between conditions. Their expression value was then

retrieved from the normalized matrix described before. Samples and genes were clustered using a Euclidean 

distance metric and complete linkage. Data were scaled by genes and heatmaps where then produced using 

GraphPad Software 8.0 (Love et al., 2014). 

Pathway enrichment analysis. To test the pathway enrichment of a list of genes, we used the entrez IDs as 

input and the R packages clusterProfiler (Gu et al., 2016) (v 3.8.1) and org.Hs.eg.db (Yu et al., 2012) (v 

3.5.0). org.Hs.eg.db: Genome wide annotation for Human) (v 1.24). We tested the list of genes against 

pathways from msigdb GO. We selected pathways with an adjusted p-value < 0.01 (Benjamini-Hochberg 

method) and a q-value < 0.05.  

Raw data repository. The raw RNA-seq data for this manuscript are available at GEO (GSE178714).   

Chicken chorioallantoic membrane (CAM) assay 

On day 1 of embryonic development, fertilized chick eggs (Gallus gallus domesticus, EARL Morizeau) were 

incubated at 38°C and a relative humidity of 80%. After 3 days, a window was cut in the shell. On day 11, 

2x106 of control or S2/3-KO BxPC-3 cells, resuspended in 100 µl of growth factor-reduced Matrigel, were 

inoculated on chorioallantoic membrane. Finally, after 17 days of development, chicken embryos were 

euthanized, and tumors were imaged. Their surfaces were determined using ImageJ software. 

Zebrafish embryos xenografts 

(Fli:gfp) CASPER zebrafish (danio rerio) embryos were raised at the Zebrafish Facility (IGFL, ENS Lyon). 

Prior to injection, 2x106 control and S2/3-KO BxPC3 cells (pre-stained with lipophilic DiD (ThermoFisher 

Scientific, V22889) for 20 min at 37°C) were resuspended in 30 µl of PBS. 48 h post-fecundation, zebrafish 

embryos were dechorionated, anaesthetized with tricaine (Sigma-Aldrich, E10521) and injected with 

approximately 20 nL of either DiD-stained control or S2/3-KO BxPC3 cells in the yolk sac. Embryos were 

further incubated at 28°C for 24 h in E3 medium. In order to quantify cells that disseminated from the tumors 

to the tail, embryos were anaesthetized with tricaine with EVOS Cell Imaging System.  

104



Bertrand-Chapel et al., Communications Biology ; Under review 

Proliferation and apoptosis analysis 

Control and S2/3-KO BxPC-3 cells were infected with the Nuclight lentivirus reagents (Sartorius #4625) in 

order to stained nucleus in red. 5x104 cells were seeded in 48 wells plate. The next day, cells were serum-

starved, treated or not with TGF-β and cleaved-Caspase 3/7 Green dye (Sartorius #4440) was added in the 

culture medium to follow apoptosis. Images were acquired and analyzed for 72 h with an Incucyte ZOOM 

Imaging System (Essen Bioscience).  

Human PDAC cohort 

All the samples from patients who had undergone surgery in the Hospices Civils de Lyon between the 1st of 

January 2004 and the 31st of December 2017 for a pancreatic ductal adenocarcinoma were included in the 

cohort. The clinical data were retrieved from the common medical files of each patient. The histopathological 

slides were reviewed by two pathologists including one expert in pancreatic diseases, blindfolded to the 

clinical and immunohistochemical data, to assess aggressiveness features. The review also allowed clinicians 

to select the most representative FFPE sample in order to carry out immunohistochemical analyses. 

Immunohistochemical analysis of human PDAC samples 

Two histological slides were selected to perform immunohistochemical staining (Ventana Ultra Benchmark) 

for SMAD4 (clone SP306, ab228205, prediluted kit) and pSMAD2 (clone 138 d4, S465/467, dilution: 1/100). 

The two antibodies were revealed with peroxydase reaction (ECL Prime Western Blotting Detection Reagent, 

GE, #RPN2236). A positive control was present on each slide for SMAD4 and pSMAD2 (stroma reaction 

and native acinar pancreatic tissue). For SMAD4, an external negative control was part of the batch for each 

immunohistochemical analysis. SMAD4 and pSMAD2 staining was reviewed by two pathologists including 

one expert in pancreatic diseases, blindfolded to the clinical and morphological data. SMAD4 status was lost 

or conserved. SMAD4 loss was defined by the absence of nuclear staining, while its conservation was 

assessed based on the presence of nuclear staining. If in the same tumor, two clones, one with loss and one 

with conservation of SMAD4 expression, were present, the tumor was to present a loss of SMAD4. pSMAD2 

status was high or low. To determine the pSMAD2 status, the signal intensity was compared to the signal 

intensity observed in the fibroblastic cells and the acinar pancreatic tissue (lower or higher). 

Statistical analysis 

For in vitro experiments, a Student t-test was used to calculate statistical significance. A p-value < 0.05 was 

considered to be significant (*). The survival curve for human resected samples was established based on the 
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entire human PDAC cohort diagnosed following the WHO Classification of the digestive system (Bosman, 

2010, book, ISBN: 9789283224327) and the log rank test was used, and the mean overall survival was given 

with a 95% confidence interval. A p-value < 0.05 was considered to be significant. For human overall survival 

analysis, the Cox model was used. For correlation with SMAD4-/pSMAD2high pattern analysis, the odds ratio 

was calculated with logistic regression using a 95% confidence interval. A p-value < 0.05 was considered to 

be significant. 
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Figure S1 

(A) Immunoblot of phospho-SMAD2 (pSMAD2), SMAD2, phospho-SMAD3 (pSMAD3), SMAD3 and
SMAD4 after treatment with TGF-β and/or TGF-βR1 kinase activity inhibitor (RepSox) for 1 h on
cytoplasmic (GAPDH as control) and nuclear fractions (phospho-histone H3 (pHIS-H3) as control) prepared
from SMAD4-negative Capan-1 cells.

(B) Immunoblot of phospho-SMAD2 (pSMAD2), SMAD2, phospho-SMAD3 (pSMAD3), SMAD3 and
SMAD4 after treatment with TGF-β and/or TGFβR1 kinase activity inhibitor (RepSox) for 24 h on
cytoplasmic (GAPDH as control) and nuclear fractions (phospho-histone H3 (pHIS-H3) as control) prepared
from SMAD4-positive PANC-1 cells and SMAD4-negative BxPC-3 and Capan-1 cells.

(C) Immunoblot of TGF-β receptors I and II and GAPDH on control and S2/3-KO BxPC-3 cells.

(D) Immunoblot of pAKT, AKT, pERK1/2, ERK1/2, pJNK, JNK, pP38 and p38 and GAPDH on control and
S2/3-KO BxPC-3 cells treated with TGF-β for 15 min, 1 h or 24 h.

(E) Immunoblot of pSMAD2, SMAD2, pSMAD3, SMAD3, pSMAD1/5/9 and SMAD1/5/9 and GAPDH on
control and S2/3-KO BxPC3 cells treated or not with TGF-β or BMP2 for 1 h.

(F) Proliferation analysis of control and S2/3-KO BxPC-3 cells treated or not with TGF-β for 72 h.

(G) Apoptosis rate analysis of BxPC-3 control and S2/3-KO BxPC3 cells treated or not with TGF-β for 72
h.

(H) Immunoblot of SMAD2, SMAD3, SMAD4 and GAPDH on PANC-1 (SMAD4+), BxPC-3 (SMAD4-)
wild-type (WT), control (sh-Scr) and SMAD2/SMAD3-knockdowned (sh-S2/3) cells.

(I) Immunoblot of SMAD2, SMAD3, SMAD4 and GAPDH on PANC-1 (SMAD4+), Capan-1 (SMAD4-)
wild-type (WT), control (sh-Scr) and SMAD2/SMAD3-knockdown (sh-S2/3) cells.
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Figure S2
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Figure S2 

(A) Images of a transwell migration assay with control (sh-Scr) and S2/3-KD (sh-S2/3) BxPC-3 cells cultured
for 24 h in the presence or absence of TGF-β. Migration was quantified as the mean value of five independent
experiments and represented as a graph. t-test, ***, p-value < 0.001; ns, not significant.

(B) Images of a transwell migration assay with control (sh-Scr) and S2/3-KD (sh-S2/3) Capan-1 cells cultured
for 72h in the presence or absence of TGF-β and/or RepSox, the TGF-βR1 kinase activity inhibitor. Migration
was quantified as the mean value of five independent experiments and represented as a graph. t-test, ***, p-
value < 0.001; ns, not significant.

(C) Images of control or S2/3-KO tumors, 7 days after engraftment on chicken embryo chorioallantoic
membranes. Tumor area was measured and represented as a graph. t-test, ***, p-value < 0.001.

(D) Images of transwell invasion assay in matrigel with control (sh-Scr) and S2/3-KD (sh-S2/3) BxPC-3 cells
cultured for 72 h in the presence or absence of TGF-β and/or RepSox. Cell invasion was quantified as the
mean value of five independent experiments and represented as a graph. t-test, ***, p-value < 0.001; ns, not
significant.

(E) Images of a transwell invasion assay with control and S2/3-KD Capan-1 cells cultured for 96 h in the
presence or absence of TGF-β and/or RepSox, the TGF-βR1 kinase activity inhibitor. Invasion was quantified
as the mean value of five independent experiments and represented as a graph. t-test, **, p-value < 0.01; ns,
not significant.

(F) Immunoblot of phospho-SMAD2 (pSMAD2), SMAD2, phospho-SMAD3 (pSMAD3), SMAD3 and
GAPDH on control (BxPC-3 Ctrl), S2/3-knockout (BxPC-3 S2/3-KO) and S2/3-Rescue (BxPC-3 S2/3-
Rescue) cells treated or not with TGF-β for 1 h.
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Figure S3
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Figure S3 

(A) Venn diagram showing the intersection of genes with significant differential expression levels (absolute
log2 fold change > 1 and adjusted p-value < 0.05) between conditions (control vs S2/3-KO) in four sets of
experimental design: BxPC-3 cells untreated (after 1 h or 24 h) or treated with TGF-β (after 1 h or 24 h).

(B) Heatmaps showing the top 50 differentially expressed genes, ranked according to their adjusted p-value,
between control and S2/3-KO BxPC-3 cells after 1 h or 24 h of TGF-β treatment. Clustering method:
Complete; distance: Euclidean.

(C) RT-qPCR of FGF1, ITGB6, LPXN and TGFBI gene expression in control and S2/3-KO BxPC3 cells,
treated or not with TGF- β for 24 h. RT-qPCR were quantified as the mean value of three independent
experiments and represented as a graph. t-test, ***, p-value < 0.001; **, p-value < 0.01; ns, not significant.

(D) Immunoblot analysis of βIG-H3 and LPXN on control and S2/3-KO BxPC-3 cells treated or not with
TGF-β for 24 h.

(E) RT-qPCR of FGF1, ITGB6, LPXN and TGFBI genes expression in S2/3-KO and S2/3-Rescue cells,
treated or not with TGF- β for 24 h. RT-qPCR were quantified as the mean value of three independent
experiments and represented as a graph. t-test,  **, p-value < 0.01; *, p-value < 0.05; ns, not significant.

(F) Immunoblot of Zonula-occludens-1 (ZO-1), E-CADHERIN, β-CATENIN, FIBRONECTIN, N-
CADHERIN, VIMENTIN, ZEB1, SNAIL/SLUG, and GAPDH on MCF 10A (SMAD4+ breast cancer cell
line), control and S2/3-KO BxPC-3 (SMAD4-) cell lines treated or not with TGF-β for 5 days.
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Figure S4
B

C

D

A

Group No Smad4-/pSmad2high tumors Smad4-/pSmad2high tumors 

N = 266 N = 240 

pTNM Stage (2017)   

I-II 195 (58.4%) 139 (41.6%) 

III-IV 71 (41.3%) 101 (58.7%) 

T Status (2017)   

  1   44 (53.7%) 38 (46.3%) 

  2   175 (53.8%) 150 (46.2%) 

  3   45 (47.9%) 49 (52.1%) 

  4   2 (50.0%) 2 (50.0%) 

N  Status (2017)  

  0   73 (56.2%) 57 (43.8%) 

  1   127 (59.1%) 88 (40.9%) 

  2   66 (41.0%) 95 (59.0%) 
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Figure S4. Distribution and multivariate analyses of clinical data from 506 PDAC patients 

(A) Immunohistochemistry for SMAD4 and pSMAD2 in Negative (lymphocytes in the lymph node) and
positive (trophoblastic cells of the placenta) control tissues.

(B) Graphic representation of the percentage of each group of human PDAC according to SMAD4 and
pSMAD2 status.

(C) Survival curves of patient cohort considering each group of human PDAC according to SMAD4 and
pSMAD2 status or only SMAD4 expression, or only pSMAD2 level, or the SMAD4-/pSMAD2high tumors
versus the other group.

(D) Tumor distribution according to the pTNM stage, the T status and the N status are correlated with the
SMAD4-/pSMAD2high.
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Tables 

Table S1

AC011468.2 AL109976.1

PAGE1 DNAL4

CCR5AS PLXND1

EBI3 CARF

LINC02015 TENT5B

OXCT2 IFI27L2

AZGP1 RNF44

AL596214.1 LRRC37A3

AC104083.1 ZNF19

AGAP5 THAP7-AS1

BEST1 HNF4G

AC091390.5 SHFL

CXCL2 SPACA9

FBXO2 SRCAP

RAET1K PHYKPL

STX19 THBS3

ARHGEF37 EDAR

GIPC2 AC008443.1

IL31RA ZNF204P

ENPEP MAGEA2B

FBXO10 INPP5J

SLC45A3 TGM1

STEAP2 MAST1

CDYL2 AC068338.2

UAP1L1 AC008267.5

LACC1 SLX1A-SULT1A3

ZC4H2 AC092720.3

PHC1 AL512274.1

HHEX AC104695.2

DSC2 AC022826.2

CSF1 HLA-F-AS1

MAP6D1 WHAMMP3

FHOD3 FAM229A

MYO16 COL5A3

IL17RE SCG5

IFIT2 AC000120.4

ASPHD1 LINC02009

PIGQ SH3BGR

DUSP18 LMF1

ZNF599 AOC1

CES2 GPR1

AC025171.1 MTTP

BCYRN1 AC022400.3

KLHL13 GIHCG

C1orf116 OR2A20P

AL132712.2 ADORA2A

BX284668.5 AC123768.2

LBHD1 AC093010.3

SPDL1 AC074141.1

NTN4 AC114267.1

TMEM44-AS1 AC012651.1

HGSNAT AC079594.2

CLN3 AL137060.6

TCEAL1 IGKV1OR-2

TAZ NPHP3-ACAD11

NUP50-DT

TGFB_1h (111)

ZNF816-ZNF321P NUAK1

MGAM2 KCNJ15

COLEC11 F3

CH25H AMIGO2

MUC5B ZSWIM4

CLPSL1 ROBO1

FAM184B TMEM92

CPZ PPP1R14B-AS1

LAMB4 MSX2

N4BP2L1 CAMK2N1

LINC00342 LHX5

SLC16A6 STXBP1

AC016588.2 CAMK2N2

AC090517.5 SLC4A3

AC006504.5 KIAA1191

EIF4E3 RPL26L1

ZSCAN12P1 TRIM7

CALCRL BHLHE40

DYNC2H1 FAM174B

H2BC4 EN1

CDH6 SIK1B

MIR600HG CRADD

DEPTOR PPP1R3F

PEG10 TRIM52-AS1

FSIP2 RIPK3

OBSCN RTN4R

TCN2 GJB4

RTKN2 RHOB

ZFPM2-AS1 ANKDD1A

ANKRD46 PMEPA1

GRHL1 AL162258.1

ZSCAN31 LINC02084

MCPH1 LINC02551

NFKBIZ LINC02762

C20orf197 BMERB1

AL109918.1 AC140479.2

DDN IGFL1

PFKP PCDH18

TMEM231 AQP10

ZNF688 KRBA2

FAF2 MYO1F

NMB C5AR2

ATP2C2 MSC-AS1

SFN APCDD1

TGFB_1hTGFB_24h (88)

RCSD1 COBL TMPRSS5 ZNF165 PHLDA1 FLRT3 CXXC5 SULT1A3

NAALAD2 CYP3A5 GPR160 PPARGC1B GCSHP5 MAP1LC3B GOLGA6L5P LGALS7B

AC020915.5 AL590708.1 SCEL FGD3 PXDC1 GDPD1 SLC31A2 CHRNB4

HS6ST2 UNC5B-AS1 HCP5 PRKG2 RIPOR1 MIR193BHG ZNF710-AS1 ROS1

CABP4 AC100860.1 TMEM255A AC008014.1 GABARAPL1 ELK3 DISP2 DIO2

AC110619.1 C9orf152 FGFR3 LINC01089 RARS1 IFFO2 HIC1 LPXN

AL162151.2 LYZ PPM1H PABPC1 TRABD2A UBLCP1 FAM166C GJB2

ELF5 KLRC2 B4GALNT3 ADIRF EPPK1 MEX3B COL1A1 ZNF365

FAM96AP2 METTL7A EVI2B MZF1 C1orf122 CRIP2 TSPAN5 FGF1

DMD SNAI3 CCDC80 ILDR1 TRBC2 EML6 KPNA7 CFAP57

AC136475.3 CCL22 MAP3K5 MNS1 FHL2 SLC22A4 CYP26B1 KIAA1755

BCAT1 RALGPS1 TXK ABLIM1 TMEM98 KLHL25 STAT4 NDP

RAB34 RN7SL2 ARHGAP30 AKR1C3 ADCY7 RNF130 GLIPR2 AC114501.2

AL138885.4 SOX21-AS1 RAB3A LRTOMT SLC36A1 MYADM SLC1A4 NDRG4

SLC6A20 LINC02635 SASH1 SYDE2 ZFP1 ITPR2 ESAM FAM20A

LINC02377 GDF6 H2AC19 CXADR PLAAT1 SLC5A12 MIR22HG PDLIM3

AC016682.1 MMRN2 PHEX SYTL5 CLTB LRRC8C ACTN1 TFEB

STRA6 CYP4B1 TMEM63C RAD9A RAB11FIP3 AP000769.1 AC090994.1 NID1

CCL17 ERP27 CLCA4 CEMIP TCF7L1 ZNF561-AS1 MFSD2A AC012645.1

SLC26A11 KCNJ2-AS1 LINC01186 GAS6-AS1 TMBIM1 SNAI2 RABGAP1L-DT HTR1D

FMO3 KRT15 MALAT1 DDX12P DNAJB5 SIPA1 FSTL3 CRYBA2

LINC02257 AC027020.2 ITGA9-AS1 PER2 GNG2 STARD9 FILIP1L MAF

PRR15L MCPH1-AS1 PTPRZ1 NUTM2D KLF7 AC008687.7 CCDC74A PLPP4

OFCC1 AC188616.1 KCNH3 CTSC AP3B2 LAMC2 LPAR5 IL2RB

AC097709.1 EPHA7 HOOK1 DNAAF3 PRDM8 NDRG1 PIK3IP1 CREB5

LINC02863 MYH7B POF1B ADD3 INTS12 SMTN MFAP3L NKX6-1

BX470111.1 CAPN8 GPD1L LLGL2 GLA LIPG PRSS27 AQP1

AC021733.4 AC140479.7 EXOC6 ANK1 RBMS2 RAB32 SHISA4 MYCT1

BMP5 CA9 PRODH AC005083.1 VGLL3 NPHP1 LACTB CSDC2

FAM183A C15orf62 NEAT1 CHEK2 TPM4 CCDC92 PLEKHG1 NOG

F5 OLMALINC AC008771.1 AC009005.1 RAB24 EMP3 SOX9 TAGLN

AC016877.3 BCAS1 ARRB2 RDH13 PDPN TNFAIP1 PTGS2 TMSB4XP6

FUT9 PLAC8 SLC25A21 RCCD1 FAM177A1 STAT5A FBXO39 AC117378.1

FMO6P LCN2 AP001273.1 LRRC61 UBE2D3 ANTXR2 MIR181A2HG NKD1

LYNX1-SLURP2 TGFB3 C11orf54 EZR FBLN5 MSTO2P SERPINE2 DYSF

CCL2 AC068896.3 AC108860.2 PCBP1-AS1 BCL11B P4HA2 AC139795.2 MYL7

SLC5A5 ALDH1A1 PLD6 IKZF2 PLK3 MGLL AC011462.5 AC037198.1

AC092811.1 STEAP4 KRT13 PLEKHH1 TPCN1 RRAS FES AL590004.3

LINC00615 FGFBP3 AC007342.5 HDAC9 CSRP1 SLC46A3 TNFRSF19 AC027682.6

LINC00574 ACSS1 SPIRE2 H2BC11 TIMP1 AL391422.4 LINC00313 AC093724.3

AOAH PRICKLE4 PARD6B AC015660.1 KLF6 DMBT1 HOTAIR MMP24

PLEKHS1 AC002066.1 AL603750.1 NOTCH3 DUSP8 MICAL1 PROC PSTPIP1

B3GALT5 AC006504.7 IFITM1 AFDN TTC7B FRMD6 POU6F1 DKK2

SV2A MUC1 KLLN AC093525.6 SLC9A1 HSPB1 LINC00862 ODF3L1

AC025154.2 AL355512.1 ARHGEF16 SPTLC3 CAVIN3 VSIG1 PDLIM7 SIRPB1

CD93 CROCC CYP4F26P TFPI2 TMX4 CLIC3 AKAP12 SLC8A2

VSIG2 HPGD KIAA1324 GKAP1 ST3GAL5 TSC22D3 LPCAT2 ADAM19

TMC1 DEFB1 ALDH3B1 GSDMC MEX3A RTN2 ADAMTS6 AC018978.1

TMEM169 AP002478.1 GVQW3 IQANK1 TMEM45A AL354953.1 FAM66B NPAS3

BPIFB1 AC138150.2 AL080276.2 WDR31 AC023043.1 RNF122 HOXC8 SIAH3

VIL1 TNNC1 CPT1A CD82 CASZ1 MCC RRAD PCDHGB1

SNX31 AL157829.1 E2F8 CPVL DGKA PPP2R5B ITGA5 AC007744.1

HOXA5 TENT5C H1-2 IL4R CCM2 CORO1A SRRM3 CHST11

USHBP1 FAAH2 CNTNAP3B TUBB2A CALD1 RGS3 FOXL1 EFNA2

FAM90A1 SECTM1 ICA1L CCPG1 PRPS1 ARHGAP24 GBP1 C2orf88

FAM95B1 SLC47A2 ELL3 FGD6 CDC42EP1 B4GALT6 AL356056.2 PODNL1

LINC02747 FMO5 HOXA1 TRNP1 SAMD9L KLC3 FKBP1B INSL4

MMEL1 SOX2-OT CEP126 MT1X PWWP2A PTPRK SPOCD1 FBLN2

FFAR4 IGSF10 LRATD1 EFNB1 ZFPM1 APBB2 MIR100HG ADAMTS7

AL133227.1 AL596202.1 SLC25A45 NHP2 CAV1 SLC39A8 ABLIM3 HMCN1

TFF3 MAST4-AS1 THEM6 C11orf45 RNASE7 EDIL3 TGM2 FOLR3

RIMKLA TPRG1 C15orf41 SYT7 STOML1 JUN PPP1R36 AC008105.3

CACNA2D4 FA2H HPDL CHST14 NLRP1 FKBP14 SLC41A2 HTN1

AL078587.2 AC044860.1 MBP PINK1 CLK4 CHPF SEMA3C FGF5

KRT4 RASSF5 KCNJ2 LAMTOR3 DNASE1L1 CAVIN1 ASGR1 AC138894.1

EVPLL SSBP2 NOTCH2NLA B3GLCT CA2 TGFBI LINC01776 AP000695.1

B3GALT5-AS1 LINC02617 SPINK5 SLC12A4 NIPAL4 MSN HEG1 DNAH17

REEP2 CLDN16 WNT4 ARL2BP KCNC3 ULBP1 COL8A2 CST6

MFSD4A FBXO43 FAM171B NEDD9 APLP1 ACKR3 LINC00933 AGMO

PIGY NR6A1 DNAJC3-DT FAXC ST20-MTHFS SLC16A2 CDH2 CALML3

MYO3B AC083973.1 AP002495.1 DEF8 MLLT11 B4GALNT1 PMP22 RHOJ

SCN9A RN7SL1 BCAM AC026877.1 SLC26A2 DQX1 POU3F1 CGB8

AC006460.1 APOBEC3B STC1 IDI1 PLEK2 GPR176 RFLNB BEAN1

ATP6V1B1 AC103718.1 IL20RA ATG4A SEMA4F CCDC71L MYL9 THSD8

FOXJ1 AC007342.8 ASB9 TSPAN33 OSTC SNAI3-AS1 CGB7 ANK2

SOD3 ELFN1-AS1 TJP2 NRGN CDON LARGE1 PDE2A PCDHGC5

ADH7 LINC01232 LIPH PTPRE HOXC13 PTPRB AC002456.1 AC008687.6

CBFA2T3 C21orf59-TCP10L DERL3 ZNF319 GLS MAMLD1 C1QL1 C11orf44

IL12A H4-16 GRB7 FBLIM1 WASHC4 ALDH1L2 LHB CSPG4P11

FP565260.3 AC020551.1 RHPN2 MAGEA2 RNF145 TFPI TRPC1 SIRPAP1

MAB21L4 CASTOR3 PIBF1 KLF12 GPRIN1 PTPN21 BTBD19 AC020907.1

CELP H2BC18 GULP1 CU633904.2 TEAD2 CD274 KIF26B AC119044.1

AC104024.3 RAB19 STRBP GADD45A FAM214B FHL3 GPR132 MSC

AC090023.2 AC010655.4 GLS2 MEAK7 RNF217-AS1 FAM241A PADI3 TRHDE

NAALADL2 TMEM139 AC007342.9 LRP12 MGAT4B ST6GAL1 CMTM3 DDX11L1

AC111149.2 UPK2 BMP8B APLF SYNPO ATP10D TUBA1A GOLGA8G

LINC01559 ALDH1A2 PRR15 VKORC1 ADSS1 JAK3 NKILA LINC01934

CYP1A1 AL035661.1 ZDHHC23 VEGFC ST20-AS1 TRAM1 AL451123.1 CD300A

UBR5-AS1 LINC01977 PKIB CDKN1A C12orf75 SPHK1 LINC01137 AC016582.1

H19 LYPD6B KIAA1958 SERINC2 ARHGEF18 CDK14 AC074143.1 RGS18

LINC00589 LY6E-DT DMC1 STX11 GALNT1 C5AR1 CCDC74B CDK5R2

AC011294.1 GARNL3 AC108047.1 FURIN FAT1 SNPH AP000695.2 AC010894.3

TNNT3 ANKRD33B LMO7 TMSB4X STOM MIR1915HG TMEM121 AL031681.3

ARNT2 AC007342.4 ZPLD1 CEP112 C2orf27A TBC1D2B HOXC13-AS HOXC5

ZBTB32 AC096677.1 WNK2 WIPI1 BPGM AC022613.1 STOX2 STK32A

AL118508.2 BCL6 TCN1 APH1B PPP1R1C LINC02381 SH2D3C DAZL

FLG SPRR1B LUZP2 MBOAT2 OLR1 HYI PCOTH AC010343.3

FAT3 RPS10P7 EED PML KCTD17 BEND7 ABLIM2 AL109809.4

CYP4X1 SPAG17 SLC16A12 FAR2 PCDHB2 MATN3 GFPT2 CU639417.3

AC004870.2 TCTE3 RNA5-8SN2 CYLD KIF21B GPR157 ACP5 GOLGA8F

LINC01958 KLF15 SMPDL3A LCAT CYP4F11 PLS3 AMTN TNFAIP6

GCNT3 TMEM52 IL1RN ZYX CKAP4 MOCS1 GPR156 AC008687.1

ADGRF1 LINC01948 PRAG1 MOB3B IL1B HAPLN3 PDCD1LG2 FCRLA

LINC00242 AC012368.1 ATP11A FERMT2 TMOD2 FKBP7 CSPG4 ADORA1

COL1A2 H2BU1 FLOT2 IL13RA1 GPR137B AC008687.4 MYH16 HHIP

COLEC10 TMEM170B HS6ST1 POU2F2 UBTD2 AC093673.1 FAM131C WSCD2

SLCO4C1 CLTRN FLVCR2 ADA CCDC88B CARMIL2 CCN2

AC138123.1 AC068580.2 SAPCD2 ITGAV B3GNT9 AL590822.3 KCNH4

AGR2 AQP3 SLC25A25-AS1 ERFE SYDE1 ADGRB2 ITGB6

CCL20 LINC00261 AP001931.2 LOXL2 TLR6 THSD1 VSNL1

TGFB_24h (876)

Differentially expressed genes between control and S2/3-KO BxPC3 cells after TGF treatment.
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Table S2

AC020915.5 FILIP1L NLRP1

ABLIM2 FLG NOG

AC004870.2 FN1 ODF3L1

AC008687.4 FOXL1 PCDHGC5

AC010343.3 GCNT3 PDLIM7

AC011294.1 GDPD5 PIK3IP1

AC037198.1 GFPT2 PLEKHG1

AC090994.1 GJB2 PODXL

AC114501.2 GOLGA8G POU2F2

ACKR3 GPR132 PROC

ADAM19 GPR157 PRODH

ADAMTS6 H19 PTGS2

ADH7 HAPLN3 PTPRB

AGR2 HIC1 PTPRE

AKAP12 HOXC13 PTPRK

AKR1B10 HOXC13-AS RHOV

AL358334.2 IL20RA RNASE7

AL451123.1 ITGB6 RRAD

AMTN KCNJ15 SEMA3C

ANKRD33B KCNJ2 SERPINE1

APCDD1L-DT KLF7 SERPINE2

AQP1 KLHL25 SH2D3C

ATP6V1B1 KPNA7 SIAH3

C5AR1 KRT13 SLC26A2

C5AR2 KRT15 SLC46A3

CASZ1 LAMC2 SOX9

CCDC74A LARGE1 SPHK1

CCDC80 LARGE2 SPOCD1

CDKN1A LGALS7B STAT4

CGB5 LINC00313 STEAP4

CGB7 LINC00589 SYNPO

CGB8 LINC00862 TAGLN

CHST11 LINC02551 TFEB

CLCA4 LIPG TGFBI

CLIC3 LNCOG TGM2

COL1A1 LOXL2 TLR6

CORO1A LPAR5 TMEM45A

CRIP2 LPCAT2 TMEM92

CSPG4 LPXN TNFRSF19

CYP26B1 MAF TUBA1A

DAZL MATN3 TXK

DEFB1 MICAL1 VGLL1

DISP2 MIR100HG VGLL3

DYSF MIR22HG WNT4

EFNA2 MUC1

ELFN1 MYADM

ESAM MYH16

FAM214B MYL9

FBXO39 NDRG4

FGF1 NKILA

SMAD2/3 putative targets in response to TGF, in the absence of SMAD4. 
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Table S3

Gene target (human) Primer sequence (5’-3’)

FGF1
F : TACTCTGAGAAGAAGACACC

R : GCGCTTTCAAGACTAAAGAG

ITGB6
F : TGATCCTTAAGTTGAGACCAG

R : CTCCTTTATTGTGTTGAGGTC

LPXN
F : GTTAGATGCCTTATTGGAGG

R : GGACTTGTGTTATCCTGAATAG

TGFBI
F : GGATTGTAACTGTGAACTGTG

R : CAATGATCTGCTGGATGTTG

GAPDH
F : CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT

R : AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC
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Figure 19 – Schéma récapitulatif des résultats obtenus
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DISCUSSION & PERSPECTIVES 
 

 

Malgré de nombreuses avancées dans la compréhension des mécanismes moléculaires et génétiques 

associés à la carcinogenèse et à l’échappement tumoral, les adénocarcinomes canalaires pancréatiques 

(ADKP) restent associés à un très mauvais pronostic en raison d’un diagnostic tardif, d’un potentiel 

métastatique élevé et de l’échec des stratégies thérapeutiques actuelles. 

 

La carcinogénèse pancréatique est associée à des mutations récurrentes, plus ou moins précoces, 

favorisant le caractère agressif de ces tumeurs. Or, la voie de signalisation du TGF-β est l’une des plus 

altérées dans les cancers pancréatiques. Le TGF-β est une cytokine impliquée dans de nombreux 

processus homéostasiques, mais jouant également un rôle complexe dans l’initiation et la progression 

tumorale. Cette complexité s’explique par sa dualité fonctionnelle, puisque l’activation de cette voie de 

signalisation est supposée avoir un effet suppresseur de tumeurs au moment de l’initiation, alors que le 

TGF-β joue plutôt un rôle oncogénique dans les phases plus tardives de la progression tumorale. A cette 

complexité fonctionnelle, s’ajoute une complexité moléculaire, puisque cette cytokine est susceptible 

de déclencher un large panel de voies de signalisation aux effets variés, en fonction du contexte cellulaire 

et du microenvironnement. Le TGF-β est fortement exprimé dans les adénocarcinomes pancréatiques, 

et notamment par le stroma entourant la tumeur. La compréhension fine et l’intégration des 

dérégulations affectant les voies de signalisation du TGF-β sont donc extrêmement importantes 

pour comprendre l’impact de cette cytokine sur la genèse, la transformation et l’évolution des 

ADKP. 

   

La mutation inactivatrice du gène SMAD4, codant pour un facteur de transcription impliqué dans la voie 

de signalisation canonique du TGF-β, est observée dans la moitié des adénocarcinomes pancréatiques 

de stades avancés. Cette mutation est associée à la progression de la maladie, et notamment à la taille 

de la tumeur, à la dissémination ganglionnaire, ou encore à la présence de métastases à distance. Cette 

mutation est donc identifiée comme un facteur de plus mauvais pronostic. La plupart des travaux 

précédents associaient ces observations à la perte de fonction de SMAD4 et aux voies non-canoniques. 

Cependant, il était possible d’envisager que SMAD2 et SMAD3 puissent acquérir des fonctions 

oncogéniques en absence de SMAD4, compte-tenu de leur capacité de liaison à nombreux autres 

cofacteurs et/ou corégulateurs.  

 

Les travaux réalisés dans le cadre de mon projet de thèse ont effectivement permis de mettre en évidence 

un niveau additionnel de complexité, en montrant que la persistance des protéines SMAD2/3 dans un 

contexte de déficience en SMAD4 favorisait probablement directement l’échappement tumoral, via 

l’activation d’un programme transcriptionnel SMAD2/3-dépendant mais SMAD4 indépendant. Nous 
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avons également corrélé l’expression des gènes cibles de ce programme spécifique de SMAD2/3 à 

l’acquisition d’un phénotype migratoire et invasif, in vitro, en utilisant deux lignées cancéreuses 

pancréatiques humaines SMAD4-négatives, mais également in vivo chez le poisson zèbre.  

 

Ces données incitent à la caractérisation précise des mécanismes SMAD2/3-dépendants associés à 

l’activation de la voie TGF-β dans les ADKP, afin d’évaluer le potentiel thérapeutique de ciblage 

de cette voie. 

 

SMAD4 : au cœur de la voie canonique du TGF-β ? 

 

Jusque récemment, SMAD4 était considéré comme un effecteur central de la voie canonique du TGF-

β, notamment du fait de son rôle de régulateur de la relocalisation du complexe SMAD2/3 vers le noyau 

lorsque la voie était activée par la liaison ligand/récepteur. Réciproquement, il était donc admis qu’en 

l’absence de SMAD4, la voie canonique soit non-fonctionnelle, expliquant de fait sa catégorisation en 

tant que suppresseur de tumeurs dans les ADKP. 

 

Cependant, plusieurs études antérieures ont montré que SMAD4 n’était pas nécessaire à la translocation 

nucléaire et à la liaison à l’ADN des R-SMAD, mais que SMAD4 était essentiel pour l’activité 

transcriptionnelle de SMAD2/3 (Fink et al., 2003; Liu et al., 1997). Nos analyses transcriptomiques 

suggèrent au contraire que SMAD2/3 régulent des gènes indépendamment de SMAD4. SMAD4 ne 

serait donc pas nécessaire à la fonctionnalité du complexe SMAD2/3, réinterrogeant de fait la 

classification de SMAD4 en tant que co-SMAD, indispensable à l’activité transcriptionnelle de la voie 

canonique. La dissection fine de la composition des complexes SMAD, et de leur capacité respective de 

translocation nucléaire et de régulation transcriptionnelle, doivent donc être précisées avec soin pour 

améliorer notre compréhension de l’impact de leur altération dans les ADKP. 

 

Une ou des voies canoniques ? 

 

Historiquement, c’est d’abord par sa capacité à activer les facteurs de transcription SMAD que le TGF-

β a été impliqué dans la régulation de nombreux processus physiologiques et pathologiques. Cette vision 

a été revisitée avec l’identification de sa capacité à transduire d’autres cascades intracellulaires, 

aboutissant in fine à la distinction entre une voie canonique, SMAD-dépendante, et des voies non-

canoniques, SMAD-indépendantes. 

Les résultats obtenus au cours de mon doctorat suggèrent qu’il puisse exister non pas une, mais des 

voies canoniques, avec la formation de différents complexes SMAD, en fonction de la présence de ces 

effecteurs au sein de la cellule. 
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Dans ce contexte, il apparait pertinent d’analyser les rôles propres à chaque R-SMAD, notamment en 

l’absence de SMAD4.  

 

Dans un contexte SMAD4-positif, SMAD2 et SMAD3 ont été décrits comme ayant des rôles parfois 

opposés et parfois redondants (Petersen et al., 2010; Takimoto et al., 2010; Ungefroren et al., 2011). Or, 

il est démontré que SMAD2 ne peut pas lier directement l’ADN du fait de son exon 3, qui masque le 

motif de liaison à la double hélice. Ceci suggère que dans notre modèle, seule la protéine SMAD3 puisse 

se lier directement dans les régions promotrices des gènes. Cependant, il existe de très nombreux 

cofacteurs, autres que SMAD4, capables de lier les protéines SMAD2/3, et de s’associer à  l’ADN, avec 

un ciblage de régions génomiques différentes, et donc un impact phénotypique spécifique (David and 

Massagué, 2018; Massagué, 2000). Dans un contexte tumoral, on peut notamment citer c-MYC, qui 

peut directement lier SMAD2 et SMAD3 pour se fixer sur le promoteur du gène CDKN2B et inhiber sa 

transcription induite par les SMAD (Feng et al., 2002). Il apparait alors judicieux d’identifier 

précisément les cofacteurs liés à SMAD2/3 (en absence de SMAD4), responsables du phénotype invasif 

observé dans nos modèles par exemple. Il est également indispensable de déterminer si SMAD2/3 

peuvent induire leurs effets oncogéniques dans un contexte SMAD4-positif. Plusieurs études montrent 

que la restauration de SMAD4 dans des cellules cancéreuses pancréatiques SMAD4-négatives permet 

de supprimer les phénotypes migratoires, prolifératifs et pro-angiogéniques de ces cellules (Duda et al., 

2003; Ramachandra et al., 2002; Schwarte-Waldhoff et al., 2000).  

 

De manière plus globale, une approche intégrative précisant l’identité des complexes SMAD observés 

notamment dans un contexte de déficience en SMAD4 est un enjeu majeur pour mieux comprendre les 

mécanismes de régulation de l’expression des gènes médiée par le TGF-β en fonction du contexte 

cellulaire (David and Massagué, 2018; Mullen et al., 2011). Ces travaux pourraient permettre de préciser 

l’existence de plusieurs voies canoniques ou SMAD-dépendantes, et de définir leur impact dans la 

survenue et l’aggravation des ADKP. 

 

Le modèle SMAD-triple KO : vers la définition du rôle exact des voies non-canoniques 

dans les ADKP ?  

  

L’inactivation de l’ensemble des SMAD de la voie canonique du TGF-β (SMAD2/3/4-KO) dans les 

cellules cancéreuses pancréatiques, nous a permis d’obtenir un modèle intéressant pour l’étude des voies 

non-canoniques et de leurs interactions. En effet, les voies de signalisation du TGF-β ont des interactions 

nombreuses, et constituent fréquemment des carrefours de signalisation, complexifiant l’étude de leurs 

rôles. Par ailleurs, ces voies sont également activées par de nombreux autres facteurs. L’inactivation 

totale des acteurs cellulaires de la voie canonique permet de fait, de disposer d’un modèle permettant 
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d’étudier précisément les actions des voies non canoniques dans la tumorigenèse, et les éventuelles 

interactions existantes entre les voies non-canoniques et la voie SMAD-dépendante.  

 

L’implication des voies non-canoniques du TGF-β dans la carcinogenèse n’est plus à démontrer. 

Cependant, de nombreuses études font encore état de nouveaux niveaux de complexité suite à 

l’activation de ces voies par le TGF-β (e.g. Hippo, Wnt/β-catenin, Hedghog) créant un maillage de 

signalisation toujours plus dense (Abuammah et al., 2018; Ben Mimoun and Mauviel, 2018; Pelullo et 

al., 2019). Si la dissection de l’implication de chacune de ces voies dans la survenue des ADKP est une 

première étape essentielle, l’intégration de leurs effets combinatoires est à présent indispensable pour 

comprendre précisément les mécanismes oncogéniques associés aux ADKP et les points de ciblage 

thérapeutique pertinents. En ce sens, nos modèles pourraient constituer des outils intéressants.   

 

Régulation de la motilité cellulaire par le TGF-β : place de la migration collective ? 

 

Dans notre étude, la plupart des gènes identifiés comme dérégulés suite à l’inactivation de SMAD2/3 

en l’absence de SMAD4 sont impliqués dans la régulation des processus de motilité et d’invasion 

cellulaire.  

 

L’un des mécanismes d’initiation de la migration cellulaire le plus décrit est la transition épithélio-

mésenchymateuse, ou EMT (Brabletz et al., 2018; Zhang and Weinberg, 2018). Ce programme 

cellulaire où les adhésions cellules-cellules et les interactions avec la matrice sont fortement remodelées, 

contribue au détachement des cellules épithéliales, à leur migration par l’acquisition de marqueurs 

mésenchymateux et au remaniement du cytosquelette.  

 

Cependant, ce concept de plasticité epithélio-mésenchymateuse fait l’objet de controverses, et il semble 

qu’il existe un certain gradient de transition entre une EMT classique et certains états transitoires, 

suivant le contexte cellulaire et environnemental (Williams et al., 2019). De nombreuses études ont 

montré que des cellules en cours de migration pouvaient conserver un phénotype plus ou moins 

épithélial (Pastushenko and Blanpain, 2019). On parle notamment « d’EMT-hybride » ou « d’EMT-

partielle », décrivant des cellules sans polarité apico-basale mais avec des adhésions cellules-cellules 

conservées, et possédant un fort potentiel migratoire (Jolly et al., 2018; Pastushenko and Blanpain, 

2019). Les travaux de Pastushenko et al. mettent en évidence ces différents états de transition et 

démontrent une certaine plasticité entre eux lors de la migration des cellules cancéreuses. Ils décrivent 

notamment l’implication du TGF-β et des SMAD2/3 dans la progression des cellules vers un état 

épithélio-mésenchymateux hybride (Pastushenko et al., 2018). 

 

128



 

 

 

Quoiqu’il en soit, durant la dernière décennie, de nombreuses études ont montré qu’une EMT totale  

n’était pas indispensable au développement de métastases (Whittle and Hingorani, 2015). En effet, des 

agrégats de plusieurs cellules cancéreuses circulantes originaires de différents types de tumeurs 

épithéliales ont été identifiés, suggérant une activation seulement partielle des programmes de l’EMT et 

la possibilité de mécanismes alternatifs de migration, voire de mécanismes hybrides (Aceto et al., 2014; 

Cho et al., 2012). Dans les adénocarcinomes pancréatiques murins, l’inactivation de gènes drivers de 

l’EMT (Twist1 et Snai1), n’altère pas la capacité d’invasion locale et à distance - foie ou poumons - 

malgré la perte significative de l’expression de ces gènes clés de l’EMT (Zheng et al., 2015). Nos 

résultats semblent se rapprocher de ce qui est observé dans ces études puisque la migration induite par 

le TGF-β via SMAD2/3 et indépendamment de SMAD4, n’est pas liée à la mise en place d’une EMT 

au sens strict du terme, mais passerait plutôt par des phénomènes de migration collective. En effet, les 

cellules SMAD4-négatives restent particulièrement cohésives et les gènes de l’EMT ne sont que 

modérément exprimés en présence de TGF-β. 

 

La migration collective a d’abord été décrite dans les mécanismes de morphogénèse et de réparation 

tissulaire, processus dans lesquels le TGF-β est fortement impliqué. Par définition, ce type de migration 

est caractérisé par le déplacement d’un groupe de cellules capable de maintenir de fortes liaisons 

intercellulaires et une polarité collective (Campbell and Casanova, 2016; Friedl and Gilmour, 2009; 

Ilina and Friedl, 2009). De récentes études ont montré que les processus de migration collective étaient 

associés à des phénotypes particulièrement agressifs dans les cancers, et notamment dans les 

adénocarcinomes pancréatiques. Carstens et al. ont récemment démontré que la migration collective 

des cellules cancéreuses pancréatiques conduisait à l’augmentation des métastases dans le foie (Carstens 

et al., 2021). Par ailleurs, les récents travaux d’Huang et al. ont démontré que la perte de SMAD4 était 

associée à l’invasion collective des organoïdes dérivés d’adénocarcinomes pancréatiques de patients. 

Enfin, la réexpression de SMAD4 dans ces organoïdes altère l’invasion collective, suggérant le rôle 

prépondérant de la mutation de SMAD4 dans la mise en place de ces mécanismes migratoires (Huang 

et al., 2020).  

Nos travaux apportent alors un peu plus de complexité dans les processus de migration induits par le 

TGF-β puisque ce n’est pas seulement la perte de fonction de SMAD4 qui est responsable de ce 

phénotype de migration collective, mais bien le gain de fonction de SMAD2/3 en l’absence de SMAD4. 

L’inactivation des jonctions cellule-cellule (e.g. interférence à l’ARN, CRISPR/Cas9) ou des analyses 

sur cellule unique permettraient d’étudier si la migration collective est indispensable au processus de 

motilité de ces cellules, dans un contexte de déficience en SMAD4.  
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D’un switch transcriptionnel SMAD2/3-dépendant à l’accroissement de la migration 

cellulaire : quel lien de cause à effet ? 

 

L’analyse des gènes régulés par SMAD2/3 en l’absence de SMAD4 montre un enrichissement des gènes 

impliqués dans la migration et l’invasion cellulaire (e.g. remodelage de la matrice extracellulaire, 

motilité cellulaire, locomotion…). Récemment, des analyses ont similairement mis en évidence une 

signature oncogénique de 28 gènes enrichis dans les adénocarcinomes pancréatiques par rapport au 

tissus sain (Atay, 2020). Nos analyses ont permis de confirmer l’enrichissement de 3 de ces gènes (e.g. 

ITGB6, LAMC2 et TGM2) dans les cellules SMAD4-négatives par rapport aux cellules SMAD2/3/4-

négatives.  

 

Dans notre étude, nous avons établi un parallèle entre l’activation de ce programme transcriptionnel pro-

migratoire avec le phénotype observé lors du traitement des cellules SMAD4-déficientes avec le TGF-

β. Il sera néanmoins nécessaire de démontrer le lien de causalité entre ces résultats, i.e. de définir si 

l’activation de gènes précis par le complexe SMAD2/3 est effectivement responsable de la mise en 

mouvement des cellules, afin de préciser les mécanismes moléculaires associés. Ceci pourra notamment 

se faire via l’inactivation des gènes identifiés comme différentiellement exprimés dans notre étude 

transcriptomique, susceptibles d’être impliqués dans l’acquisition du phénotype migratoire induit par le 

TGF-β par l’intermédiaire de SMAD2/3, et de manière SMAD4-indépendante.  

 

En particulier, lors des phénomènes de motilité cellulaire, des structures transmembranaires multi-

protéiques, appelées adhésions focales, sont capables de déclencher la formation de protrusions 

cellulaires et de potentialiser des forces de tractions cellulaires (De Pascalis and Etienne-Manneville, 

2017; Mayor and Etienne-Manneville, 2016). Nos résultats soulignent l’implication de ces structures 

complexes dans la migration collective des cellules SMAD4-négatives. Bien que les adhésions focales 

soient présentes dans les lignées SMAD4-négatives et SMAD2/3/4-négatives, nous avons montré 

qu’elles n’étaient pas fonctionnelles dans les cellules SMAD2/3/4-négatives, expliquant en partie 

l’absence de migration de ces cellules. Il semble que la maturation des adhésions focales, nécessaire à 

la mise en place des forces de traction, ne soit pas amorcée dans les cellules SMAD2/3/4-négatives, où 

les adhésions focales restent dans un état naissant au niveau du front de migration cellulaire. Ces 

différences pourraient s’expliquer par le différentiel d’activation de la voie RhoA/Rac, identifiée comme 

l’un des régulateurs clé de la maturation des adhésions focales (Vicente-Manzanares and Horwitz, 

2011). Nos résultats montrent en effet que la protéine RAC1 est activée dans les cellules SMAD4-

négative, caractérisées par des adhésions focales matures et une migration collective marquée. En 

revanche, RAC1 n’est pas activée en présence de TGF-β dans les cellules SMAD2/3/4-négatives, 

suggérant un rôle de SMAD2/3 dans l’activation, directe ou indirecte, de cette protéine. Il est intéressant 
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de noter que l’étude d’Ungefroren et al. a déjà mis en évidence le rôle de SMAD2/3 dans l’activation 

de RAC1 dans les cellules cancéreuses pancréatiques, mais en présence de SMAD4 (Ungefroren et al., 

2011). Ces données renforcent nos résultats, tout en soulignant à nouveau la nécessité de définir 

exactement le rôle précis et spécifique des complexes SMAD. 

En parallèle, nous avons identifié une surexpression de plusieurs gènes connus pour moduler l’activité 

de RAC1 (e.g. ITGB6, FGF1, COL1A1, FN1, ABLIM2, MYL9) dans les cellules SMAD4-négatives, 

renforçant l’hypothèse d’une activation de RAC1 médiée indirectement par SMAD2/3 en l’absence de 

SMAD4. Des expériences d’inactivation de gènes (e.g. CRISPR/Cas9, interférences à l’ARN) sont 

cependant requises pour définir si SMAD2/3 régule effectivement la dynamique des complexes 

d’adhésion focales, en modulant l’expression de gènes impliqués dans la régulation de RAC1. 

 

Vers le développement de modèles cellulaires plus complexes pour appréhender la 

complexité moléculaire des voies induites par le TGF-β dans les ADKP ? 

 

La culture de cellules cancéreuses en 2D a permis de faire des avancées considérables dans la 

compréhension des mécanismes oncogéniques. Cependant, la culture 2D de lignées cellulaires possède 

des limites, en particulier pour étudier les interactions des cellules cancéreuses avec les cellules 

stromales et la matrice extracellulaire, analyser la polarité ou la dynamique des contacts cellulaires. 

L’émergence de modèles plus complexes (e.g. co-culture, sphéroïdes, organoïdes) permet de disséquer 

plus finement certains mécanismes oncogéniques et d’avoir des outils plus représentatifs des conditions 

observées in vivo, notamment pour tester les interactions des cellules tumorales avec leur environnement 

(Baker et al., 2016; Driehuis et al., 2019). En ce sens, par des expériences de co-culture de cellules 

nerveuses - fréquemment rencontrées dans le stroma tumoral - avec des cellules cancéreuses 

pancréatiques, notre laboratoire a mis en évidence un dialogue neuro-épithélial favorisant l’agressivité 

des cellules cancéreuses pancréatiques (Roger et al., 2019). 

 

D’autre part, les organoïdes sont des amas cellulaires 3D cultivés in vitro, dérivés de cellules souches 

pluripotentes, ou de cellules souches spécifiques de tissus, dans lesquels les cellules s'auto-organisent 

spontanément en types cellulaires différenciés, qui récapitulent au moins certaines fonctions de l'organe 

de départ (Clevers, 2016; Drost and Clevers, 2018). L'établissement d'organoïdes dérivés d'échantillons 

de tumeurs (également appelés tumoroïdes) est apparu comme un outil clé pour améliorer notre 

compréhension des cancers humains. En effet, les tumoroïdes préservent (i) l'architecture histologique, 

(ii) le profil d'expression génique, (iii) le profil génomique et épigénomique, (iv) l'hétérogénéité 

génétique et cellulaire intra-tumorale, et (v) le potentiel métastatique, de la tumeur d'origine même après 

une expansion à long terme en culture, ce qui en fait des outils précis et puissants pour la recherche 

fondamentale et clinique (Drost and Clevers, 2018). Dernièrement, l’étude d’organoïdes générés à partir 
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de biopsies de patients atteints d’ADKP a ainsi permis de mettre en évidence une importante 

hétérogénéité intra et inter-tumorale des cancers pancréatiques et la présence importante des cellules de 

type «basal», caractéristiques de tumeurs particulièrement agressives, dédifférenciées et de plus mauvais 

pronostic (Juiz et al., 2020).  

 

Dans le cadre de notre étude, l’utilisation de modèles organoïdes serait particulièrement intéressante à 

deux niveaux :  

- d’une part pour définir de manière fine comment le complexe SMAD2/3 modifie les interactions 

cellulaires sous l’effet du TGF-β, et analyser de manière plus précise et fiable les modalités de 

mise en mouvement des cellules d’adénocarcinomes pancréatiques 

- d’autre part, pour intégrer la dimension d’hétérogénéité intra-tumorale dans nos analyses. Il est 

en effet tout à fait possible d’imaginer que le niveau d’expression des effecteurs des voies du 

TGF-β ne soit pas similaire dans toutes les cellules au sein de la tumeur. En conséquence, 

l’impact du TGF-β pourrait varier entre les cellules tumorales, du fait de l’activation de voies 

de signalisation intracellulaires différentes. L’utilisation d’organoïdes permettrait d’intégrer ce 

paramètre en combinant des analyses de single-cell RNAseq et le développement de modèles 

modifiés génétiquement pour suivre l’impact phénotypique du TGF-β sur les différentes 

populations cellulaires tumorales (par exemple, souches vs différenciées) à l’aide de rapporteurs 

fluorescents. 

 

Disséquer les voies moléculaires induites par le TGF-β : quel apport en clinique ? 

 

Les analyses immuno-histochimiques d’une cohorte d’adénocarcinomes pancréatiques humains nous 

ont permis de démontrer que les tumeurs SMAD4-négatives avec un haut niveau d’activation de 

SMAD2 sont de plus mauvais pronostic (baisse de la survie globale après résection) et associées à une 

augmentation de l’invasion péri-neurale. Quoique ces données ne permettent pas d’améliorer 

significativement la prise en charge des patients, il souligne le potentiel clinique associé à une meilleure 

compréhension des mécanismes moléculaires associés à la transduction du signal du TGF-β. 

  

En particulier, nos données RNAseq ont permis d’identifier un certain nombre de cibles 

transcriptionnelles potentielles du complexe SMAD2/3. Il apparait alors essentiel de valider 

l’implication fonctionnelle de certaines de ces cibles dans les modifications phénotypiques observées 

en réponse au TGF-β et, le cas échéant, de corréler leur expression avec le statut de SMAD4, l’activation 

de la voie du TGF-β (pSMAD) dans les tumeurs, et surtout des paramètres cliniques. 

Ces travaux pourraient d’ailleurs être transposables à d’autres types de cancers (e.g. cancers colorectaux, 

du sein, des poumons) où SMAD4 est parfois retrouvée inactivée alors que le TGF-β est retrouvé en 
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grande quantité dans le micro-environnement tumoral, et aider de fait à optimiser la stratification des 

patients en groupes de risque (Alazzouzi et al., 2005; Deckers, 2006; Tan et al., 2021).  

Surtout, si l’inactivation pharmacologique globale de la voie TGF-β parait hasardeuse compte-tenu de 

la complexité et de la diversité des mécanismes moléculaires transduits par cette cytokine, la 

compréhension fine des voies de signalisation oncogéniques induites selon le contexte cellulaire, et 

notamment selon la présence de SMAD4, pourrait permettre d’identifier de nouvelles cibles 

thérapeutiques. Ainsi, le ciblage de gènes identifiés comme cibles potentielles de SMAD2/3 en 

l’absence de SMAD4, et caractérisés pour leur rôle causal dans l’acquisition du phénotype migratoire 

observé dans nos expériences pourrait constituer de nouvelles opportunités thérapeutiques pour limiter 

la dissémination des adénocarcinomes pancréatiques. 

 

L’ensemble des résultats obtenus au cours de mon doctorat a donc permis d’identifier un nouveau 

mécanisme oncogénique associé à la présence de TGF-β dans le microenvironnement des cellules 

tumorales d’ADKP, consistant en l’activation d’un programme transcriptionnel dépendant de 

SMAD2/3 dans les cellules pancréatiques SMAD4-négatives. Ce programme est associé à 

l’expression de gènes régulant l’organisation de la matrice ou du cytosquelette, à même 

d’expliquer l’acquisition d’un phénotype de migration/invasion collective en réponse au TGF-β. 

Malgré la complexité des mécanismes d’action de cette cytokine dans l’ADKP, ces données 

ouvrent de nouvelles perspectives en clinique, en permettant d’améliorer la stratification des 

patients atteints d’adénocarcinome pancréatique, et d’identifier potentiellement de nouvelles 

cibles dans le cadre d’approche de médecine personnalisée.  
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Résumé 

L'adénocarcinome canalaire pancréatique (ADKP) est l'une des tumeurs solides avec le pronostic le plus 

sombre. L’abondant stroma de cette tumeur est composé de la matrice extracellulaire et de cellules 

stromales (e.g. fibroblastes, cellules immunitaires). Les fibres nerveuses envahissant le stroma 

représentent une caractéristique des ADKP, et sont impliquées dans le remodelage neural, favorisant les 

douleurs neuropathiques, la dissémination des cellules cancéreuses et la rechute tumorale après 

chirurgie. Le remodelage neuronal associé au cancer du pancréas est régulé par des interactions 

fonctionnelles, physiques et moléculaires entre les cellules cancéreuses, les cellules nerveuses et les 

cellules de Schwann environnantes. Dans cette étude, nous montrons que les cellules de Schwann 

(cellules gliales soutenant les neurones périphériques) peuvent augmenter l'agressivité (e.g. migration, 

invasion, tumorigénicité) des cellules cancéreuses pancréatiques de manière TGF-β-dépendante. En 

effet, nous révélons que le milieu conditionné des cellules de Schwann contient des quantités élevées de 

TGF-β capable d'activer la voie de signalisation dépendante des SMAD dans les cellules cancéreuses. 

Nous avons également observé dans des échantillons d’ADKP humains, qu’un niveau élevé d'activation 

de la voie du TGF-β était positivement corrélé à l'invasion péri-neurale. Les analyses du sécrétome des 

cellules de Schwann et des cellules cancéreuses pancréatiques, cultivées seules ou en association, ont 

mis en évidence le rôle central du TGF-β dans les interactions neuro-épithéliales, comme l'illustrent les 

signatures protéomiques liées à l'adhésion et à la motilité cellulaire. Dans l'ensemble, ces résultats 

démontrent que dans les ADKP, les cellules de Schwann sont une source significative de TGF-β, qui 

joue un rôle crucial dans l'acquisition de propriétés agressives par les cellules cancéreuses pancréatiques. 
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Abstract

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the solid tumors with the poorest prognosis. The stroma of this

tumor is abundant and composed of extracellular matrix and stromal cells (including cancer-associated fibroblasts and

immune cells). Nerve fibers invading this stroma represent a hallmark of PDAC, involved in neural remodeling, which

participates in neuropathic pain, cancer cell dissemination and tumor relapse after surgery. Pancreatic cancer-

associated neural remodeling is regulated through functional interplays mediated by physical and molecular

interactions between cancer cells, nerve cells and surrounding Schwann cells, and other stromal cells. In the present

study, we show that Schwann cells (glial cells supporting peripheral neurons) can enhance aggressiveness (migration,

invasion, tumorigenicity) of pancreatic cancer cells in a transforming growth factor beta (TGFβ)-dependent manner.

Indeed, we reveal that conditioned medium from Schwann cells contains high amounts of TGFβ able to activate the

TGFβ-SMAD signaling pathway in cancer cells. We also observed in human PDAC samples that high levels of TGFβ

signaling activation were positively correlated with perineural invasion. Secretome analyses by mass spectrometry of

Schwann cells and pancreatic cancer cells cultured alone or in combination highlighted the central role of TGFβ in

neuro-epithelial interactions, as illustrated by proteomic signatures related to cell adhesion and motility. Altogether,

these results demonstrate that Schwann cells are a meaningful source of TGFβ in PDAC, which plays a crucial role in

the acquisition of aggressive properties by pancreatic cancer cells.

Introduction

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the
most aggressive malignant diseases with a 5-year median
overall survival rate lower than 8%1. By 2030, PDAC will
be the second leading cause of cancer-related deaths in
Western countries2,3. Late diagnosis, high metastatic
potential of PDAC cells and low efficacy of currently

available therapies are responsible for this poor
prognosis4.
PDAC is characterized by an abundant stroma that can

represent over 80% of the tumor volume. This desmo-
plastic stroma is composed of extracellular matrix (ECM)
components (such as collagens, hyaluronic acid, fibro-
nectin) and various cell types including cancer-associated
fibroblasts (CAFs)5 and immunosuppressive immune cells
(regulatory T cells, M2 macrophages, myeloid-derived
suppressor cells)6. More surprisingly, many nerve fibers
are systematically observed by pathologists within the
PDAC tumor, whereas nerve fibers in normal pancreas are
confined to fat pads surrounding the organ. This obser-
vation is part of a more general concept termed pancreatic
cancer-associated neural remodeling (PANR)7–10. This
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PDAC hallmark is closely related to multiple clin-
icopathological features11 and probably linked to genomic
alterations in axon guidance signaling genes that have
been reported in PDAC12. PANR consists on the one hand
in a phenomenon called neural remodeling (NR) char-
acterized by an increase in the size and density of nerve
fibers within tumors compared to nerves present around a
healthy pancreas, as well as changes in signal transmission
abilities13. NR is thought to be responsible for the intense
neuropathic pain that is frequently experienced by patients
with PDAC14. On the other hand, tumor cells infiltrating
nerve fibers are detectable in 95% of PDAC patients. This
phenomenon called perineural invasion (PNI) is correlated
with pain, local recurrence and distant metastasis in
PDAC14.
The molecular dialog between cancer cells, nerves and

surrounding Schwann cells, and other stromal cells
remains scarcely documented. However, it has been
shown that (i) cancer cells secrete chemo attracting fac-
tors for Schwann cells, such as NGF and ARTN15,
CXCL12/SDF-116, and IL617, (ii) stromal cells such as
CAFs and immune cells then produce secreted factors
such as SLIT218 or LIF19, which stimulate proliferation
and migration of Schwann cells, and finally (iii) Schwann
cells reciprocally induce tumor cell migration through the
secretion of GDNF20, as well as via the NCAM1-mediated
cell–cell interaction21. Functionally, it was shown in a
genetic PDAC model that sensory neuron ablation results
in a slower cancer initiation and progression associated
with decreased PANR, highlighting that nerve fibers
actively support tumor growth22.
Among the other secreted factors potentially involved in

neural remodeling, the transforming growth factor beta
(TGFβ) represents an attractive candidate23,24. TGFβ was
shown to stimulate the expression of some factors
involved in neural development, homeostasis or remo-
deling such as NGF25, ARTN15,26, CX3CR127–29, and
ROBO130. Interestingly, it has recently been shown that a
low ROBO2/ROBO1 ratio in pancreatic cancer cells is
correlated with TGFβ signaling activation in myofibro-
blasts and associated with a poorer prognosis31. TGFβ is
also described for its neuroprotective activities32–35, and
as being involved in the perception of pain36–38.
Hence, it is tempting to speculate that TGFβ may play a

direct role in PANR. To that end, we herein explored the
potential role of TGFβ as a direct modulator of cancer-
nerve cell interactions, using co-cultures and conditioned
media from PDAC (Capan-2) and Schwann (sNF96.2) cell
lines in migration and invasion assays. Owing to the
abundance of secreted factors within the PDAC desmo-
plastic stroma, we also characterized in a large-scale
screening (mass spectrometry) the secretomes of the
Schwann cells cultured alone or in combination with
pancreatic cancer cells.

Material and methods

Cell culture

The human pancreatic cancer cell line, Capan-2, was
obtained from the American Type Culture Collection
(ATCC), and Schwann cells (sNF96.2) were kindly pro-
vided by Dr. Richard Tomasini (Centre de Recherche en
Cancérologie de Marseille, Marseille, France). sNF96.2
Schwann cells were derived from neurofibromatosis type-
1 disease. Capan-2 and sNF96.2 cell lines were cultured in
DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS)
(Gibco) and 1% of penicillin/streptomycin (Gibco). These
two cell lines had recently been tested negative for
mycoplasma.
Human Schwann cells (HSwC) were obtained from

iXcells Biotechnologies (Cat#10HU-188), isolated from
human spinal nerve and cryopreserved at P1. HSwC were
cultured in Schwann Cell Basal Medium (Cat#MD-
0055B), supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS,
Cat#MD-0094), Schwann Cell Growth Supplement
(SCGS,Cat#MD-0055S), and 1% antibiotic-antimytotic
(Cat#MD-0095).
The human hTERT NF1 ipn02.3 2λ cell line39 was

obtained from the ATCC (Cat#CRL-3392) from a healthy
sural nerve (sciatic nerve) in a case of plexiform neurofi-
broma. ipn02.3 2λ cells were cultured in DMEM supple-
mented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Gibco), 2 mM
L-glutamine(Gibco) and 1% penicillin/streptomycin
(Gibco).

Conditioned medium production

Conditioned medium (CM) was collected from cell
cultures of Capan-2 cells (Capan-2 CM) and sNF96.2 cells
(sNF96.2 CM) cultured alone or in combination (Capan-
2/sNF96.2 CM). For CM production of Capan-2 and
sNF96.2 cells cultured alone, 300,000 cells of each cellular
type were seeded onto a six-well tissue culture plate in
complete DMEM. Following overnight culture for cell
attachment, the medium was replaced by DMEM con-
taining 0.5% FBS. In all experiments, except for Fig. S5 (in
which conditioned medium was harvested at 72 h), con-
ditioned media were collected after 24 h of culture, cen-
trifuged at 1,200 rpm and cell supernatants were
harvested and stored at −80 °C.
For CM production from Capan-2 cells co-cultured

with sNF96.2 cells, 300,000 cells of each cell line were
seeded into co-culture plates, pores size 0.4 μm (300,000
Capan-2 cancer cells into the lower compartment and
300,000 sNF96.2 cells into the upper compartment) and
processed in the same conditions as conditioned medium
produced with Capan-2 and sNF96.2 cells cultured alone.

3D migration assay

The 3D migration assay was performed with Capan-2
cells and sNF96.2 cells. 2,000,000 cells/mL of each cell line
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were resuspended in cold ECM gel (Sigma-Aldrich), and
drops of 20,000 cells/10 μl were placed in a 12-well tissue
culture plate at a 1-mm distance from each other and
connected via an ECM bridge. An empty ECM gel drop in
front of the ECM drop containing Capan-2 cells was used
as a negative control. After 15 min of ECM gel hardening
at 37 °C, DMEM medium supplemented with 1% FBS was
added in each well, and cells were treated or not with
10 μM SB-431542 TβRI inhibitor. The migration of
Capan-2 cells onto the ECM bridge toward sNF96.2 cells
was monitored for 15 days. The 3D cultures were mon-
itored using an inverted microscope (Zeiss Axiovert
200M) at different timepoints (0, 5, 7, and 15 days). These
experiments were repeated three times.

Cell migration and invasion assays

Cell migration and invasion assays were performed
using 24-well transwell chambers (Boyden chambers,
Corning). These experiments were performed using co-
cultures of Capan-2 cells and sNF96.2 cells or using CM
from these cell lines. For co-culture experiments, 50,000
Capan-2 cells were seeded into the upper chamber of an
8-μm pore size insert in the 24-well plate, with (invasion
assay) or without (migration assay) ECM gel (cells were
resuspended in matrigel, diluted in DMEM FBS-free at a
concentration of 5 mg/mL; Sigma-Aldrich) and
100,000 sNF96.2 cells or 100,000 Capan-2 cancer cells
(used as a control condition) were seeded into the lower
compartment. For CM experiments, sNF96.2 cells were
replaced by sNF96.2 CM or by Capan-2 CM (used as a
control condition) in the lower compartment.
Capan-2 cells were treated or not with 10 ng/mL TGFβ

and 10 μM SB-431542 TβRI inhibitor in indicated wells.
In addition, each well was treated with 8 μM of 5-
fluorouracil to avoid cell proliferation and 5% FBS che-
moattractant was placed in the well below. Capan-2 cells
were left to migrate or invade the bottom chamber con-
taining cells for 72 h. Wells were fixed with cold methanol
and stained with a 0.1% crystal violet solution. The cells
on the surface of the upper membrane which had not
migrated were removed with a cotton tip. Each well was
photographed and subsequently analyzed using the Ima-
geJ software (area calculation of migratory and invasive
Capan-2 cells attached to the lower membrane surface).
Migration experiments were repeated at least four times
and invasion experiments were repeated at least
three times.

Cell proliferation assay

Cell proliferation was determined using an IncuCyte®
ZOOM Imaging System (Essen Bioscience). Capan-2 cells
were transduced using the Nuclight Lentivirus Reagent,
according to the manufacturer’s instructions, and pro-
viding homogeneous expression of a nuclear-restricted

mKate protein (far-red fluorescent protein). The Capan-
2-nRFP+ stable cell line was then established by 1 μg/mL
puromycin selection.
For proliferation assays, 50,000 Capan-2-nRFP+ cells

were seeded onto 48-well culture plates in complete
DMEM. Following their overnight culture for cell
attachment, serum deprivation was performed for 1 h.
Serum-free medium was replaced by CM from sNF96.2
cells, CM from Capan-2 cancer cells. Capan-2-nRFP+

cells were automatically counted during 72 h. For the
quantification of the relative rate of cell proliferation, the
number of Capan-2-nRFP+ cells was normalized against
the T0 Capan-2-nRFP+ cell count of the respective well.
These experiments were performed in triplicate and
repeated three times.

Wound healing assay

For wound healing assays, 120,000 Capan-2 cells were
seeded onto 48-well tissue culture plates in complete
medium. Following their overnight culture for cell
attachment, serum deprivation was performed for 1 h and
cells were pre-treated with 10 μM SB-431542 TβRI inhi-
bitor in the indicated wells for 1 h. Capan-2 cells were
then wounded using a 200 μl pipette tip and washed with
serum-free DMEM. Gently, sNF96.2 CM, Capan-2 CM, or
FBS 0.5% DMEM (used as internal control) were added,
and Capan-2 cells were treated or not with 10 ng/mL
TGFβ and 10 μM SB-431542 TβRI inhibitor. In addition,
each well was treated with 8 μM of 5-fluorouracil to avoid
cell proliferation. Using an IncuCyte® ZOOM Imaging
System (Essen Bioscience), cells were monitored for at
least 24 h. For quantification of wound areas, three fields
per well/per experiment, were visualized at different
timepoints (0 and 12 h) using the ImageJ software. Per-
centages of wound closure were determined using the
following equation: % of wound closure= ((wound area at
time X−initial wound area) × 100)/initial wound area.
These experiments were performed in triplicate and
repeated at least three times.

Immunofluorescence

Cells were treated and grown on 48-well plates (con-
ditioned medium experiments) or on glass coverslips in
the bottom compartment of 6-well co-culture plates (co-
cultures experiments, pore size 0.4 μm) and fixed with 4%
paraformaldehyde. Cells were then permeabilized with
0.1% Triton X-100 in PBS for 20min and blocked with 5%
FBS in PBS for 30min at room temperature (RT). The
primary antibodies used were: mouse monoclonal anti-
bodies against β-CATENIN (1:100; BD Biosciences
#610153), E-CADHERIN (1:300; BD Biosciences #610181)
and rabbit monoclonal antibody SMAD2 (1:100; Cell
signaling D43B4). Secondary labeled antibodies were goat
antibody against mouse IgG, Alexa Fluor 488 dye-
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conjugated (1:500; Invitrogen) and goat antibody against
rabbit IgG, Alexa Fluor 594 dye-conjugated (1:500; Invi-
trogen). F-ACTIN was stained with phalloidin-TRITC
(1:500; Sigma-Aldrich). DNA was stained with DAPI
(1 μg/mL; Sigma-Aldrich). Fluorescent images were taken
with the Zeiss Axio Imager M2 upright microscope (for
co-culture experiments) or with the Axio Observer
inverted microscope (for conditioned medium experi-
ments). Images were processed using Zeiss Zen and
ImageJ software.

ELISA

Protein levels of TGFβ1 were measured in CM from
Capan-2 and sNF96.2 cells using the human TGFβ1
Quantikine ELISA Kit (R&D Systems) according to the
manufacturer’s instructions.

Protein extraction and Western blotting

Total protein extracts (30 μg) were prepared using RIPA
lysis buffer (50 mM Tris, pH 7.5, 150mM NaCl, 1%
Nonidet P-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS and
commercial protease and phosphatase inhibitor cocktail
tablets (Roche)) and were subjected to electrophoresis on
SDS–PAGE. The separated proteins were transferred
onto PVDF membranes (Millipore) by electroblotting.
Western blots were visualized using the ECL Western
detection system (GE Healthcare). Images were acquired
using a ChemiDoc gel imager (BioRad, Universal Hood III).
The primary and secondary antibodies used were:

P-SMAD2, Rabbit

monoclonal, 1:1000

(Cell

Signalling, 138D4)

SMAD2, Rabbit

monoclonal, 1:1000

(Cell Signalling,

D43B4))

GAPDH, Mouse monoclonal,

1:20 000

(Abcam, #8245)

Rabbit IgG secondary

antibody,

Goat, 1:10 000 (Immuno

Reagents Inc.)

Mouse IgG secondary

antibody,

Goat, 1:10 000 (DakoCytomation)

Proteomic analyses - LFQ mass spectrometry

Sample preparation for LFQ mass spectrometry

For mass spectrometry experiments, CM from Capan-2
and sNF96.2 cells, cultured alone or in combination (see
Conditioned medium production section), were collected
after 24 h of growth in FBS-free DMEM. Three 12mL CM
aliquots were used for each condition, centrifuged at 1
200 rpm for 3 min (for cell debris removal), and con-
centrated using Amicon Ultra-4 centrifugal filter devices
(3,000 MWCO cutoff) (Millipore) by successive spinning

(4 mL of CM per spinning) at 5,976 rpm for 25min.
Protein concentrations were determined by Bradford
assay and 50 μg of proteins were used for mass spectro-
metry sample preparation. Following the protein pre-
cipitation step (using trichlororoacetic acid 20% in
volume, overnight at 4 °C), samples were washed in
acetone and solubilized in 8M urea. Samples were then
reduced (Tris(2-CarboxyEthyl)Phosphine, 5 mM, 57 °C,
1 h), alkylated (iodoacetamide, 10 mM, RT, 45min), and
digested (5 h at 37 °C with LysC and overnight at 37 °C
with trypsin). Peptides were next desalted using C18 spin
columns (Harvard Apparatus), dried and resuspended in
100 μL H2O/ACN-98/2-0.1% AF. Ten microliters of each
sample were used to determine peptide concentration
(Pierce™ Quantitative Fluorometric Peptide Assay, Ther-
mofisher). Five micrograms were collected, dried and
diluted in 18 μl H2O/ACN-98/2-0.1% AF. In total 2 μL of
a 2 pmol/μL Cytochrome C solution used as an internal
control, were added to each sample. Hence, 250 ng of
peptides and 200 fmol of Cytochrome C, per sample, were
injected into the mass spectrometer (Q Exactive HF,
Thermo Scientific, Protein Science Facility UMS3444,
Lyon, France).

Mass spectrometry analysis

Samples were analyzed in a Label Free quantitation
strategy using an Ultimate 3000 nano-RSLC (Thermo
Scientific, San Jose California) coupled online with a Q
Exactive HF mass spectrometer via a nano-electrospray
ionization source (Thermo Scientific, San Jose Cali-
fornia). The proteomics results are representative of
three biological replicates per sample, subdivided into
three technical replicates (i.e. 9 technical replicates
experiment for each sample) (see Fig. S8). The samples
were loaded onto a C18 Acclaim PepMap100 trap-
column 75 µm ID × 2 cm, 3 µm, 100 Å, (Thermo Scien-
tific) for 3 min at 5 µL/min with 2% ACN, 0.05% TFA in
H2O and then separated on a C18 Acclaim Pepmap100
nano-column, 50 cm × 75 μm i.d, 2 μm, 100 Å (Thermo
Scientific) with a 120 min gradient at a flow rate of
300 nL/min: 100 min from 4% to 20% buffer B (A: 0.1%
FA in H2O, B: 0.1% FA in 100% AcN), 20 min from 20%
to 32% of B and then from 32% to 95% of B in 2 min,
maintained for 10 min and back to the initial conditions
in 1 min for 14 min. The oven temperature was kept
constant at 40 °C.
Samples were analyzed with a TOP20 HCD method.

Briefly, MS data were acquired using a data-dependent
strategy selecting the fragmentation events based on the
20 most abundant precursor ions in the survey scan (375-
1,800 Th). The resolution of the survey scan was 60,000 at
m/z 200 Th and for MS/MS scan the resolution was set to
15,000 at m/z 200 Th. The Ion Target Value for the
survey scans in the Orbitrap and the MS/MS scan were set
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at 3E6 and 1E5 respectively and the maximum injection
time was set at 60ms for both MS and MS/MS scan.
Parameters for acquiring HCD MS/MS spectra were as
follows; normalized collision energy= 27 and an isolation
window width of 2m/z. The precursors with unknown
charge state, charge state of 1 and 8 or greater than 8 were
excluded. Peptides selected for MS/MS acquisition were
then placed on an exclusion list for 30 s using the dynamic
exclusion mode to limit spectrum duplication.

Data analysis

Protein identification was performed using the
SEQUEST HT algorithm integrated in Proteome Discover
2.2 (Thermo Scientific) and MS/MS scans were examined
against a human dataset (SwissProt_ juillet 2018). Pre-
cursor mass tolerance was set at 10 ppm and fragment
mass tolerance was set at 0.02 Da, and up to 2 missed
cleavages were allowed. Oxidation (M), acetylation (Pro-
tein N-terminus) were set as a variable modification, and
Carbamidomethylation (C) as a fixed modification. False
discovery rate (FDR) of peptide identification was calcu-
lated by the Percolator algorithm method, and a cut-off
FDR value of 1% was used. Protein quantification was
conducted by Label Free Quantification (LFQ) approach,
and LFQ abundance values were obtained for each sam-
ple, normalized against the total amount of peptides and
were transformed into log10 scale. Samples were grouped
according to the CM type (i.e., 3 groups: Capan-2 CM,
sNF96.2 CM, and Capan-2/sNF96.2 CM). Log10 LFQ
abundance values were used to generate heatmaps
(Morpheus, Broad Institute, USA).
Differential protein abundance was analyzed using ratio

calculations (pairwise ratios were calculated as median of
all possible pairwise ratios calculated between replicates
of all connected peptides) and validated using an ANOVA
(background based) statistical analysis.
In these settings, we performed the following ratio

calculations: ratio sNF96.2/Capan-2/sNF96.2 CM; ratio
sNF96.2/Capan-2 CM/Capan-2 CM; and ratio Capan-2
CM/sNF96.2 CM. Note that the value 100 is used as the
maximum allowed fold change. Significant differences
between conditions were defined by an adjusted p-value <
0.05.
Gene ontology (GO) enrichment analysis of biological

processes of the significantly different proteins were per-
formed using the PANTHER (protein annotation through
evolutionary relationship) classification system (i.e. web site:
http://geneontology.org). PANTHER overrepresentation
tests were performed against the GO Ontology database
(reference list: Homo sapiens) and significance was assessed
with Fisher’s exact test (using the Bonferroni correction for
multiple hypothesis testing). Protein-protein interactions
were explored using STRING analysis (reference database:

Homo sapiens database; i.e., web site: string-db.org), with a
minimum required interaction score set at a high con-
fidence level of 0.700. Protein clusters were defined using
the MCL algorithm with an inflation parameter set at 3.

Clonogenic survival assay

For clonogenic survival assays, 1000 Capan-2 cells were
seeded onto 12-well tissue culture plates in 1 mL of
complete DMEM. Following their overnight culture for
cell attachment, medium was replaced with Capan-2 CM,
sNF96.2 CM or with DMEM supplemented with 0.5%
FBS. Cells were treated or not with 10 μM of SB-431542
TβRI inhibitor. After 11 days of culture at 37 °C under 5%
(v/v) CO2 atmosphere, cells were fixed with cold metha-
nol and stained with a 0.1% crystal violet solution. After
several washes, plates were dried and imaged. Each well
was photographed and subsequently analyzed using the
ImageJ software (area calculation of Capan-2 cells colo-
nies). These experiments were repeated at least four times.

Soft agar assay

Capan-2 cells were harvested by trypsinization and
diluted to a density of 40,000 cells per mL. Each mL was
then suspended in 1 mL of 0.45% melted agarose (Lonza)
in culture medium supplemented with FBS 5%, containing
antibiotics, and plated onto 6-well plates overlayed with
0.75% agarose in the same medium. The following day,
500 μL of Capan-2 CM (used as control condition) or
sNF96.2 CM were added to each well, and cells were
treated or not with 10 μM SB-431542 TβRI inhibitor.
Cells were then incubated for 3 weeks at 37 °C under 5%
(v/v) CO2 atmosphere. Renewal of CM and treatments
was performed once a week. These experiments were
repeated at least three times in triplicate, and twenty fields
per condition/per experiment were acquired and subse-
quently analyzed using the ImageJ software (calculation of
the number of Capan-2 cells colonies).

Statistical analysis

Prism 6.0 (Graphpad) was used for statistics and to
create graphs. All data are representative of at least three
independent repeats if not otherwise stated. The letter n
refers to the number of independently performed
experiments representative of the data shown in the fig-
ures. The statistical significance in this study was deter-
mined by two-tailed Student’s t-test at *P < 0.05, ** P <
0.01, and ***P < 0.001. The error bars represent the
standard deviation of the mean (SD). To perform the
correlation analysis between pSMAD2 pattern and the
perineural invasion in human PDAC, a Chi2 test was used
with a 95% confidence interval. A p-value < 0.05 was
considered to be significant. Α risk increase was corrected
using the Holm–Bonferroni method.
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Human PDAC cohort

All of the samples from patients having undergone
surgery in the Hospices Civils de Lyon between the 1st of
January 2004 and the 31st of December 2017 for pan-
creatic ductal adenocarcinoma were included in the
cohort. The histopathological slides were reviewed by two
pathologists including one expert in pancreatic diseases,
blinded to the immunohistochemical data, to assess the
presence of perineural invasion. The presence of peri-
neural invasion was defined as either a direct infiltration
of the nerves by tumor cells, or when >75% of the nerve
was surrounded by tumor cells. These criteria were used
to distinguish tumors with perineural invasion (at least
one) from those without. This reviewing process also
allowed us to select the most representative formalin-
fixed paraffin-embedded (FFPE) samples in order to
conduct immunohistochemical analyses.

Immunohistochemical analysis of human PDAC samples

FFPE histological sections were obtained following
standard protocols to perform immunohistochemical
staining (Ventana Ultra Benchmark) for pSMAD2 (1:100;
clone 138 d4, S465/467). Antibody was detect using a
peroxidase reaction. A positive control was present on
each slide for pSMAD2 (stroma reaction and native acinar
pancreatic tissue). pSMAD2 nuclear staining was
reviewed by two pathologists including one expert in
pancreatic diseases, blinded to the morphological data.
pSMAD2 status was considered to be high or low in
comparison with fibroblastic cells and acinar pancreatic
tissue when the expression was at least equal to or less
intense than the controls, respectively.

Ethics

Human data were obtained from a certified database
(MR004 certification no. 19-088), having received a
favorable review from the Committee for the protection of
persons (CPP) of the Hospices Civils de Lyon (no. 19-
109).

Genetic analyses

For copy number variation analysis (CNV), copy num-
ber abnormalities were assessed in the three Schwann cell
lines using a high resolution Cytoscan HD single-
nucleotide polymorphism array (Affymetrix, santa Clara,
CA, USA). The hybridization, amplification and labeling
protocols were performed according to the manu-
facturer’s recommendations (Affymetrix).
For Next Generation Sequencing (NGS), the Illumina

MiSeq technology was used for NF1 mutation screening,
alongside the AmpliSeq for Illumina Library Prep (Illu-
mina) for library construction. Paired-end sequencing was
performed on the Illumina MiSeq (Illumina) using 300
cycle (Miseq Reagent Nano v2) kit format. Raw signal data

were analyzed using in-house bioinformatics pipeline and
visualized with the Integrative Genomics Viewer (IGV).

Results

Schwann cells induce TGFβ-dependent migration of

pancreatic cancer cells

We first investigated whether Schwann cells could sti-
mulate the motility of pancreatic cancer cells. To achieve
this, we performed 3D migration assays to evaluate the
orientated migration of Capan-2 pancreatic cancer cells
towards sNF96.2 Schwann cells. Capan-2 cells were cul-
tured in a 3D extracellular matrix (ECM) gel drop con-
nected by an ECM gel bridge either to an sNF96.2 cell-
containing gel drop or to an empty gel drop (Fig. 1a).
Under these conditions, the two cell lines were distin-
guishable by their shape, Capan-2 cells exhibiting a
spherical morphology, while sNF96.2 cells were elongated
(Fig. S1). In the presence of sNF96.2 cells, Capan-2 cells
clearly migrated further, they entered the ECM gel bridge
after 7 days of co-culture with sNF96.2, and had totally
invaded the ECM gel after 15 days. Conversely, in the
absence of sNF96.2 cells, Capan-2 cells hardly migrated.
Of note, sNF96.2 cells also presented unchanged inherent
motility properties both in the absence of Capan-2 cells
(Fig. S2). We then assessed whether this sNF96.2-induced
effect was TGFβ-dependent, and showed that SB-431542,
a potent cell-permeable and selective inhibitor of the
TGFβ type I-receptor (TβRI), abrogated Capan-2 cancer
cell migration towards sNF96.2 cells (Fig. 1a).
Next, using a transwell migration assay (Boyden

chamber assay) (Fig. 1b), we observed a significant
increase in the migration of Capan-2 cells (upper cham-
ber) co-cultured with sNF96.2 cells (lower chamber)
rather than with Capan-2 cells (fold change: 18.85). We
then confirmed that Capan-2 cell migration was
TGFβ-dependent, as the addition of SB-431542 sig-
nificantly decreased their migration towards sNF96.2 cells
(fold change: 8.45) in co-culture experiments (Fig. 1b). As
a control, we observed that TGFβ added to the Capan-2
culture induced the migration of these cells, which was
compromised by SB-431542 (Fig. S3a).
In addition, fluorescent detection of cytoskeletal actin

(Fig. 1c) revealed that Capan-2 cells co-cultured with
sNF96.2 cells (i.e., sNF96.2/Capan-2 condition) acquired
an elongated shape, displaying actin reorganization com-
pared to the control condition (i.e., Capan-2/Capan-2
condition), in which Capan-2 cells formed compact and
cohesive colonies. This plasticity in the shape of Capan-2
cells, enhanced by the co-culture with sNF96.2 cells, was
lost upon exposure to SB-431542 (Fig. 1c).
sNF96.2 cells are derived from a patient with type 1

neurofibromatosis (NF1). It is widely recognized that
neurofibroma development in NF1 depends on a somatic
NF1 mutation in a Schwann cell, rendering the cell
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Fig. 1 sNF96.2 Schwann cells promote TGFβ-dependent motility of Capan-2 pancreatic cancer cells. a Three-dimensional motility assay of

Capan-2 cells cultured in matrigel drops alone or in combination with sNF96.2 cells (see schematic diagram below the right field pannels), treated or

not with TGFβ type I-receptor (TβRI) inhibitor SB-431542 for 15 days. The black dotted lines indicate the cell localization at the beginning of the

experiment. The red dotted lines and the black arrows represent the Capan-2 cell migration front. Bright field images at days 1 (D1), 7 (D7) and 15

(D15) are representative of one experiment performed three times. Scale bars, 200 μm. b Boyden chamber migration assay of Capan-2 cells cultured

for 72 h alone (Capan-2/Capan-2 condition) or with sNF96.2 cells (Capan-2/sNF96.2 condition), treated or not with SB-431542, and stained with a 0.1%

Crystal violet solution. For each condition, an image from one experiment representative of four independent experiments is shown (left panel) and

Capan-2 cells migration quantification is represented as mean ± SD (right panel, n= 4 independent experiments, *P < 0.05; **P < 0.01; ns: not

significant). Scale bars, 0.5 cm. c Direct fluorescence detection of cytoskeletal F-ACTIN by phalloidin-TRITC staining (red) in Capan-2 cells cultured for

24 h, alone (Capan-2/Capan-2 condition) or with sNF96.2 cells (sNF96.2/Capan-2 condition) and treated or not with SB-431542. Representative areas

of the images (white frames) are enlarged in the upper right-hand corner of each image. Scale bars, 15 μm.
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deficient in NF1-encoded tumor suppressor protein
neurofibromin function. NF1-null peripheral nerve sheath
tumors have been demonstrated to express elevated levels
of TGFβ40. Loss of NF1 was also reported to increase
TGFβ expression in mastocystes41. Furthermore, mouse
Nf1−/− nerves contain increased levels of TGFβ42. Whe-
ther the loss of NF1 is actually driving TGFβ secretion in
sNF96.2 cells is unknown. Since sNF96.2 cells have been
reported to be mutated for NF1, we designed experiments
using two other types of Schwann cells not previously
reported to be mutated for NF1, namely HSwC (human
primary Schwann cells isolated from human spinal nerve)
and ipn02.3 2λ (immortalized patient derived plexiform
neurofibroma Schwann cells). We first determined the
genetic status of these cells. Copy number variation
(CNV) and next generation sequencing (NGS) analyses
showed that HSwC and ipn02.3 2λ display an unmutated
status for NF1 (Fig. S4). Conversely, and as expected from
the literature, sNF96.2 cells presented an allele deleted for
NF1 and a mutation on the other allele (Fig. S4). We
further observed using a transwell migration assay, a
significant increase in the migration of Capan-2 cells
(upper chamber) co-cultured with HSwC and ipn02.3 2λ
cells (lower chamber) rather than with Capan-2 cells in
the same proportion to that observed with sNF96.2 cells
(Fig. S5a). In all co-culture conditions, migration was
compromised by SB-431542 treatment. These results
indicate that the TGFβ-dependent increase in migration
of Capan-2 cells cultured in the presence of sNF96.2 cells
does not result from the loss of NF1.
Collectively, these results demonstrate that sNF96.2

cells promote the motility and reshaping of Capan-2 cells
through a TGFβ-dependent mechanism.

Schwann cells activate the TGFβ-SMAD signaling pathway

in Capan-2 cancer cells

To test the hypothesis that sNF96.2 cells represent a
source of TGFβ, we performed ELISA tests, measuring
the amounts of TGFβ secreted into the conditioned
medium (CM) of both Capan-2 cells and Schwann cells.
sNF96.2 cells secreted significantly higher amounts of
TGFβ1 compared to Capan-2 cells (sNF96.2 CM ~850 pg/
mL vs. Capan-2 CM ~50 pg/mL) (Fig. 2a). We also
observed that NF1-positive HSwC and ipn02.3 2λ cells
secreted higher amounts of TGFβ (Fig. S5b). TGFβ is a
secreted polypeptide that belongs to a large family
encompassing cytokines and growth factors including
TGFβs, Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) and Acti-
vins. TGFβ signals through heterodimeric serine/threo-
nine-kinase receptor complexes, constituted of TβRII and
TβRI proteins43,44. After binding to its receptor complex,
TGFβ induces the phosphorylation of TβRI, which
phosphorylates SMAD2 and SMAD3 proteins in their
C-terminal regions (P-SMAD2/3), leading to their

interaction with the SMAD4 protein. P-SMAD2/3-
SMAD4 complexes accumulate within the nucleus, bind
to DNA and enhance the transcription of target genes.
We thus investigated whether this TGFβ-enriched CM
from sNF96.2 cells could promote TGFβ-SMAD signaling
pathway activation in Capan-2 cells. We performed
Western blot experiments, which revealed a clear increase
in the phosphorylated form of SMAD2 in Capan-2 cells
treated for 1 h or 2 h with sNF96.2 CM (Fig. 2b), as well as
a complete impairment in SMAD2 phosphorylation in the
presence of SB-431542. Finally, we showed by immuno-
fluorescence a significant nuclear accumulation of
SMAD2 in Capan-2 cells co-cultured with sNF96.2 cells
(Fig. 2c).
Altogether, these results highlight that sNF96.2 cells

secrete TGFβ, leading to the activation of the SMAD
signaling pathway in Capan-2 cells.

Conditioned medium from Schwann cells is sufficient to

induce pancreatic cancer cell migration

To test whether factors, including TGFβ, secreted by
Schwann cells were sufficient to enhance the migration of
Capan-2 cells, we performed Capan-2 cell migration
assays in Boyden chambers, using either conditioned
medium from sNF96.2 (sNF96.2 CM) or Capan-2 (Capan-
2 CM) cells in the lower compartment (Fig. 3a). We
observed that CM from Capan-2 cells used as a control,
had no significant effect, whereas CM from sNF96.2 cells
significantly stimulated Capan-2 cell migration (fold
change: 8.85). In addition, we observed that
TGFβ-signaling inhibition by SB-431542 significantly
abrogated this effect (fold change: 1.95). Wound healing
assays further confirmed the ability of sNF96.2 CM to
promote Capan-2 cell migration (24 h wound closure,
sNF96.2 CM: 56.48% vs. Capan-2 CM: 25.35%), as well as
the involvement of TGFβ activation in this process as
demonstrated by the significant decrease in the sNF96.2
CM-induced effect, upon exposure to SB-431542 (24 h
wound closure, sNF96.2 CM+ SB-431542: 28.73% vs.
sNF96.2 CM: 56.48%) (Fig. 3b). As a control, we validated
the ability of SB-431542 to abrogate TGFβ-enhanced
wound closure in Capan-2 cells (Fig. S3b). This result was
validated using CM from NF1-positive HSwC and ipn02.3
2λ cells that also induced TGFβ-dependent migration of
Capan-2 cells (Fig. S5c). These data reveal that condi-
tioned medium from sNF96.2 cells is sufficient to pro-
mote the migration of Capan-2 cells in a TGFβ-dependent
manner.
We next sought to characterize the cancer cell pheno-

type associated with Schwann cell-mediated migratory
functions. We generated a stable Capan-2 cell line
expressing the mKate nuclear Red Fluorescent Protein
(i.e. Capan-2-nRFP+ cells). Using fluorescent live cell
imaging (Incucyte® system), we observed that, in
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comparison with control Capan-2 CM, sNF96.2 CM
enhanced Capan-2-nRFP+ cell spreading and dispersion
(Fig. 4a). Indeed, the Capan-2 cells treated with sNF96.2
CM, grew as individualized and non-cohesive cells, exhi-
biting an elongated shape as initially observed in co-
culture experiments (Fig. 1c). Once again, the addition of
SB-431542 decreased this sNF96.2 cell-induced effect,
supporting the active role of TGFβ in the regulation of
Capan-2 cell behavior (Fig. 4a). We also observed that
proliferative properties of Capan-2 cells were unchanged
in both conditions (with sNF96.2 CM or with Capan-2
CM) (Fig. 4b), ruling out the possibility that the increased

dispersion of the Capan-2-nRFP+ cells treated with the
sNF96.2 CM resulted from an increased number of cells.
Hence, these results demonstrate that Capan-2 cells
undergo a TGFβ-dependent cell-shape remodeling in
response to factors secreted by Schwann cells. In order to
better characterize these morphological changes, we
analyzed two cell–cell junction markers, β-CATENIN and
F-ACTIN, in Capan-2 cells subjected to wound healing
assays in the presence of sNF96.2 CM (Fig. 4c). We
observed that sNF96.2 CM induces a decrease in
β-CATENIN and F-ACTIN membrane staining in Capan-
2 cells which were at the edge of the wound, illustrating a

Fig. 2 sNF96.2 cells secrete TGFβ and stimulate the SMAD signaling pathway in Capan-2 cells. a Amount of soluble TGFβ1 secreted into the

medium by Capan-2 cells (Capan-2 CM) and by sNF96.2 cells (sNF96.2 CM). Quantification of soluble TGFβ1 concentration is represented as mean ±

SD (n= 3 independent biological replicates, **P < 0.01). bWestern blot detection of phospho-SMAD2 protein (P-SMAD2) in Capan-2 cells cultured for

1 h or 2 h either with Capan-2 CM or with sNF96.2 CM, and treated or not with the TβRI inhibitor, SB-431542. GAPDH and total SMAD2 were used as

loading controls. Ratio of phospho-SMAD2 to total SMAD2 levels are indicated below the blots. c Immunofluorescence detection of SMAD2 protein

(red) in Capan-2 cells cultured for 2 h alone (Capan-2/Capan-2 condition) or with sNF96.2 cells (sNF96.2/Capan-2 condition). Cell nuclei were

counterstained with DAPI (blue). Scale bars, 30 μm. For each condition, images from one experiment representative of three independent experiment

are shown (left panel) and quantification of nuclear SMAD2 per total number of nuclei is represented as mean ± SD (right panel, n= 3 independent

experiments, *P < 0.05). CM conditioned medium.

Roger et al. Cell Death and Disease ���������(2019)�10:886� Page 9 of 19

Official journal of the Cell Death Differentiation Association 219



reduction in their cell–cell cohesion. Furthermore, addi-
tion of SB-431542 was correlated with a better con-
servation of these membrane markers, validating the
involvement of TGFβ in this sNF96.2 CM-induced effect.
We obtained similar results in co-culture experiments
(β-CATENIN and E-CADHERIN relocalization) (Fig. S6),
reinforcing our previous observation with F-ACTIN
(Fig. 1c), and confirming that Capan-2 cell dispersion is
promoted by Schwann cells.

Hence, the TGFβ-dependent migratory properties
bestowed to Capan-2 cells by Schwann cells are associated
with impaired cell–cell junctions.

Schwann cells stimulate the oncogenic potential of

pancreatic cancer cells

Since such migratory properties are associated with
aggressive tumor cells, we wondered whether this mod-
ulation of cellular behavior, induced by Schwann cells,
was correlated with increased tumorigenesis of pancreatic
cancer cells. We first investigated the invasive properties
of Capan-2 cells, as a feature of their tumorigenic
potential. Capan-2 cells displayed a greater ability to
migrate and invade the ECM gel in a transwell assay when
co-cultured with sNF96.2 cells rather than Capan-2 cells
(fold change: 16.66) (Fig. 5a). Furthermore, the addition of
SB-431542 induced a five-fold decrease in the invasive
abilities of Capan-2 cells (fold change: 3.38). Of note, we
also showed the ability of SB-431542 to abrogate
TGFβ-enhanced invasive abilities of Capan-2 cells (Fig.
S7). These observations demonstrate that Schwann cells
stimulate TGFβ-dependent invasion of pancreatic cancer
cells.
In order to determine whether conditioned medium

from sNF96.2 cells modulates Capan-2 cell survival,
another hallmark of aggressive cancer cells, we performed
2D colony formation assays over an 11-day experimental
time course. We observed that CM from sNF96.2 cells
supports the survival of Capan-2 cells seeded at a low
density with a two-fold increase in the final colony area
(fold change vs. control: 2.22). Moreover, colony forma-
tion in the presence of both CM from Capan-2 and
sNF96.2 cells, was blocked after the addition of SB-431542
(fold change, Capan-2 CM+ SB-431542: 0.2; sNF96.2
CM+ SB-431542: 0.1) (Fig. 5b). Finally, using soft agar
assays we observed an increase in the ability of Capan-2
cells to grow as anchorage-independent colonies when
treated with sNF96.2 CM (compared to Capan-2 CM) for
3 weeks (fold change: 1.98), highlighting their oncogenic
potential (Fig. 5c). This effect was reduced by adding the
TβRI inhibitor (fold change vs. control: 0.7). These results
thus indicate the in vitro ability of Schwann cells to
enhance invasive properties of Capan-2 cells, as well as
their ability to survive and grow as transformed cells.
We next explored TGFβ signaling activation in 320

moderately differentiated human PDAC tumors (Supple-
mentary data 1). We analyzed by IHC the pSMAD2
expression (used as a readout of TGFβ signaling activa-
tion) and explored the relationship between tumor cells
and nerves. In vivo, pathologists define the perineural
invasion as the penetration of tumor cells within nerve
sheats. Inversely, when no peurineural invasion occurs,
tumor cells remain at a distance from nerves (Fig. 6a
upper right-hand panel). Our analysis revealed two

Fig. 3 Secreted factors from sNF96.2 cells stimulate Capan-2 cell

migration in a TGFβ-dependent manner. a Boyden chamber

migration assay of Capan-2 cells cultured for 72 h either with Capan-2

CM or with sNF96.2 CM, treated or not with the TβRI inhibitor, SB-

431542, and stained with a 0.1% crystal violet solution. For each

condition, an image from one experiment representative of four

independent experiments is shown (left panel) and Capan-2 cell

migration quantification is represented as mean ± SD (right panel,

n= 4 independent experiments, *P < 0.05; ns: not significant). Scale

bars, 0.5 cm. b Wound healing assay of Capan-2 cells cultured for 24 h

either with Capan-2 CM (blue color code) or with sNF96.2 CM (red

color code), treated or not with SB-431542. Bright field images at time

0 (T0) and 24 (T24) h are representative of one experiment performed

three times (upper panel) and quantification of wound closure at 24 h

is represented as mean ± SD (bottom panel, n= 3 independent

experiments, *P < 0.05; **P < 0.01; ns: not significant). Scale bars,

400 μm. CM conditioned medium.
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Fig. 4 Secreted factors from sNF96.2 cells modulate Capan-2 cell–cell interactions in a TGFβ-dependent manner. a Images of fluorescent

Capan-2-nRFP+ cells cultured for 48 h either with Capan-2 CM or with sNF96.2 CM, and treated or not with SB-431542 TβRI inhibitor (IncuCyte™

Zoom imaging system). The black frames show representative areas of Capan-2 cells enlarged in the right-hand side of each image. Scale bars,

400 μm. b Proliferation assay of Capan-2-nRFP+ cells cultured for 72 h either with Capan-2 CM (white dot) or with sNF96.2 CM (black square)

(automated live cell time-lapse counting using an IncuCyte™ Zoom imaging system). Quantification of Capan-2 cell proliferation is represented as

mean ± SD (n= 3 independent experiments, significance is shown for the 72-h timepoint, ns: not significant). c Immunofluorescence detection of F-

ACTIN (red) and β-CATENIN (green) proteins in Capan-2 cells located at the migratory front in a wound healing assay after 24 h, cultured either with

Capan-2 CM or with sNF96.2 CM and treated or not with SB-431542. The white frames show representative areas that are enlarged in the upper right-

hand corner of each image. White arrowheads in the insets show the plasmic membrane. Scale bars, 15 μm. CM conditioned medium.
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Fig. 5 (See legend on next page.)
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pSMAD2 expression patterns (Fig. 6a lower panels):
pSMAD2high, corresponding to a staining instensity at
least equal or superior to that of the surrounding stromal
and acinar cells; pSMAD2low, corresponding to a staining
intensity less intense than that of the surrounding stromal

and acinar cells. Among the 320 PDAC samples, 303 were
identified as pSMAD2high, and 17 as pSMAD2low (Fig. 6b).
Importantly, we found a significant statistical association
between the presence of perineural invasion and the
pSMAD2high status (Fig. 6b; P= 0.0058). This result

(see figure on previous page)

Fig. 5 sNF96.2 cells promote TGFβ-dependent oncogenic properties of Capan-2 cells. a Boyden chamber invasion assay in matrigel of Capan-2

cells cultured for 72 h alone (Capan-2/Capan-2 condition) or with sNF96.2 cells (Capan-2/sNF96.2 condition), treated or not with the TβRI inhibitor, SB-

431542, and stained with a 0.1% crystal violet solution. For each condition, an image from one experiment representative of three independent

experiments is shown (left panel) and Capan-2 cell invasion quantification is represented as mean ± SD (right panel, n= 3 independent experiments,

***P < 0.001; ns: not significant). Scale bars, 0.5 cm. b Two-dimensional clonogenic survival assay of Capan-2 cells seeded at low density and cultured

for 11 days either with Capan-2 CM or with sNF96.2 CM, treated or not with SB-431542 and stained with a 0.1% crystal violet solution. For each

condition, an image from one experiment representative of five independent experiments is shown (left panel) and Capan-2 colony area

quantification is represented as mean ± SD (right panel, n= 5 independent experiments, **P < 0.01). Scale bars, 0.5 cm. c Anchorage-independent

cell proliferation by soft agar assay of Capan-2 cells cultured for 3 weeks either with Capan-2 CM or with sNF96.2 CM and treated or not with SB-

431542. For each condition, an image from one experiment representative of three independent experiments is shown (left panel) and Capan-2

colony number quantification is represented as mean ± SD (right panel, n= 3 independent experiment, *P < 0.05; ns: not significant). CM conditioned

medium. Scale bars, 0.1 cm.

Fig. 6 pSMAD2 expression in human moderately differentiated PDAC and its association with perineural invasion. a Hematoxylin and eosin

(top images; scale bars, 200 μm) and pSMAD2 immuno histochemistry (bottom images; scale bars, 60 μm) of a representive patient with perineural

invasion and a patient with no perineural invasion. Nerves are highlighted with dotted lines and tumor cells with arrows. b Distribution of tumors

depending on the presence of perineural invasion and the pSMAD2 level.
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strongly suggests that high activation of the SMAD
TGFβ-signaling pathway is positively correlated with
perineural invasion in PDAC.

Identification of secreted proteins involved in pancreatic

cancer cell motility by mass spectrometry

In our effort to obtain a comprehensive picture of the
signaling networks between pancreatic cancer cells and
Schwann cells, we then determined the proteomic profiles
of secretomes from Capan-2 and sNF96.2 cells, cultured
alone or in combination (Capan-2 CM, sNF96.2 CM and
sNF96.2/Capan-2 CM). Three biological CM replicates
were produced and were further analyzed using a label-free
quantitative (LFQ) workflow, in three technical replicates
(Fig. S8). Raw data were processed with Proteome Discover
2.2, a false discovery rate (FDR) of less than 1% was applied,
and a group of 39 proteins close to the detection limit was
excluded, allowing the final identification of 1,380 proteins
secreted by Capan-2 and sNF96.2 cells cultured alone or in
combination (Supplementary data 2). Of these, 1,230, 1,342
and 1,306 were identified in Capan-2 CM, sNF96.2 CM, or
Capan-2 /sNF96.2 co-culture CM, respectively (Fig. 7a;
Supplementary data 2). A group of 1,178 proteins was
secreted in all CM, whereas 7 and 53 proteins were
exclusively found in Capan-2 and sNF96.2 CM samples,
respectively. No proteins were exclusively found in
sNF96.2/Capan-2 CM. Regarding their relative LFQ
abundance, the three secretomes exhibited distinct profiles.
Indeed, principal component analysis (Fig. 7b) and hier-
archical clustering (Fig. 7c) revealed that biological and
technical replicates of each CM clustered together and
distinctly from other CM. We then examined the relative
abundance of TGFβ family members identified within the
three secretomes. Of note, the TGFβ-induced protein
(TGFβI), the latent forms of the three TGFβ isoforms
(LTBP1, LTBP2 and LTBP3), and the active form of TGFβ1
were more abundant in CM from sNF96.2 cells and from
co-cultures, in comparison with CM from Capan-2 cells
alone, as illustrated in the hierarchical clustering heatmap
(Fig. 7d). Altogether, these mass spectrometry results reveal
that Capan-2 and sNF96.2 cells, cultured alone or in
combination exhibit distinct secretome patterns.
In order to better understand the effects of Schwann

cells on Capan-2 cells, we identified 156 and 128 differ-
entially enriched proteins (fold change > 2; adjusted
p-value < 0.05) in sNF96.2 CM and sNF96.2/Capan-2 co-
culture CM, compared to Capan-2 CM (Fig. 8a; Supple-
mentary data 3). Of these, 54 were specific to sNF96.2
CM, 26 to sNF96.2/Capan-2 CM compared to Capan-2
CM, and 102 were common to secretomes from both
sNF96.2 cells and sNF96.2/Capan-2 co-cultures. These
groups of enriched secreted factors (i.e., 156 and 128
enriched proteins groups) were further subjected to gene
ontology (GO) enrichment analysis (Supplementary data

4). We observed that the proteins upregulated in CM
from sNF96.2 cells were involved in cell motility biolo-
gical processes, including positive regulation of locomo-
tion, regulation of cellular component and regulation of
cell motility (Fig. 8b; Supplementary data 4). Interestingly,
these cell motility features were also found in CM from
sNF96.2/Capan-2 co-culture, along with cell adhesion and
extracellular matrix organization processes (Fig. 8c; Sup-
plementary Data 4). We then isolated a group of 47
proteins overrepresented in sNF96.2 and sNF96.2/Capan-
2 co-culture secretomes, compared to Capan-2 CM,
which were associated with cell motility mechanisms (i.e.
“motility” GO group) and regulation of cell adhesion
properties (i.e. “adhesion” and “ECM” GO groups; Fig.
8d). Hence, these results demonstrate that Schwann cells
are a source of numerous proteins involved in both cell
motility mechanisms and regulation of cell adhesion
properties, further strengthening our previous in vitro
data. To gain further insight into the integrated protein-
protein interactions of these Schwann cell-secreted sig-
naling proteins, we next established a protein interaction
network using the STRING database (Fig. 8e). Of note, in
order to demonstrate the important involvement of TGFβ
signaling within this predicted network, the TGFβ1 factor
was added to the 47 previously identified proteins. As
such, we identified a total of 63 protein-protein predicted
functional associations between 33 assessed proteins,
including the TGFβ1 cytokine (protein-protein interac-
tion enrichment p-value < 1.0e−16). Results highlighted
that these proteins were highly inter-connected, and that
the TGFβ1 factor exhibited four potential interactions
with SERPINE1, FN1, MMP2, and ACTN1 proteins.
Altogether, these data reveal that TGFβ may be con-

nected to the protein network identified as a motility/
adhesion pattern resulting from the dialog between
Schwann cells and pancreatic cancer cells.

Discussion

Pancreatic cancer-associated neural remodeling (PANR)
is a hallmark of PDAC involved in neuropathic pain,
cancer cell dissemination, and local relapse after sur-
gery9,14. Identification of molecular factors responsible for
PANR represents a major challenge for patient manage-
ment. Neuroplastic changes occurring during PDAC
development are controlled by a multi-directional dialog
between cancer cells, nerves and Schwann cells, and other
stromal cells. The molecular bases of this intercellular
communication network remain largely unknown. In
particular, our understanding of the impact of Schwann
cells on tumor cells is very poor. In the present study, we
demonstrated that sNF96.2 Schwann cells have the ability
to enhance aggressiveness of Capan-2 cancer cells
(migration, invasion and tumorigenicity) through TGFβ
signaling. Indeed, we showed that these effects relied on

Roger et al. Cell Death and Disease ���������(2019)�10:886� Page 14 of 19

Official journal of the Cell Death Differentiation Association 224



the activation of the TGFβ-SMAD signaling pathway in
cancer cells. We analyzed a set of 320 human PDAC
samples by IHC, and reported that high levels of pSMAD2
(an effector downstream of TGFβ) were positively corre-
lated with perineural invasion. More specifically, we

showed by mass spectrometry that Schwann cells were a
source of various secreted factors (including the TGFβ)
involved in cell plasticity, migration, ECM remodeling,
and potentially in the PNI process. Our results are sum-
marized in the model presented in Fig. S9.

Fig. 7 Mass spectrometry analysis of the secretomes of Capan-2 and sNF96.2 cells cultured alone or in combination. a Venn diagram

showing the number of proteins quantified in Capan-2 CM, sNF96.2 CM and sNF96.2/Capan-2 CM, using LFQ mass spectrometry. b Principal

component analysis of LFQ mass spectrometry data performed using the Proteome Discover 2.2 software. Each dot represents a CM sample, and the

percentages of total variance are shown in brackets. c Hierarchical clustering of secreted proteins identified in Capan-2 CM, sNF96.2 CM and sNF96.2/

Capan-2 CM. Color code is representative of the log10 normalized LFQ abundance values. d Hierarchical clustering of the indicated TGFβ superfamily

members in Capan-2 CM, sNF96.2 CM and sNF96.2/Capan-2 CM. Color code is representative of the log10 normalized LFQ abundance values. CM

conditioned medium, LFQ label-free quantitative.
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Fig. 8 (See legend on next page.)
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TGFβ is a pleiotropic cytokine implicated in wound
healing, fibrosis, ECM remodeling, immune response and
transformation45,46. TGFβ has a dual role in cancer acting
either as a tumor suppressor or a tumor promoter24,47,48.
In a previous work, we demonstrated that TGFβ pathway
activation in pancreatic acinar cells facilitated PDAC
initiation through its capacity to induce acinar-to-ductal
cell metaplasia, providing a favorable environment for
KRASG12D-dependent carcinogenesis49. In the present
study, we show that Schwann cells foster Capan-2 pan-
creatic cancer cell aggressiveness through TGFβ signaling,
including increased migratory and invasive processes. We
report that these TGFβ-induced properties of Capan-2
cells were associated with defects in epithelial and cell–cell
interaction markers such as F-ACTIN, β-CATENIN and
E-CADHERIN, suggesting a mechanism of epithelial-to-
mesenchymal transition, known as an oncogenic process
induced by TGFβ50–52. More generally, our results clearly
demonstrate a stimulating effect of Schwann cells on
PDAC cell plasticity not only to favor cancer cell migration
and invasion but also to support the oncogenic properties
of transformed cells such as their ability to form colonies
in a harsh environment, as evidenced from survival assays
and soft agar experiments. One could envision that in vivo,
invaded nerves may constitute a niche for cancer cells
owing to the presence of TGFβ.
Hence, in an effort to understand more precisely the

functional and molecular dialog between pancreatic
cancer cells and Schwann cells, we performed an original
experimental approach relying on the mass spectrometry
characterization of secreted factors from PDAC cells
(Capan-2) and Schwann cells (sNF96.2) cultured alone
or in combination. The protein signatures we identify
herein match molecular networks and biological pro-
cesses associated with tumor progression. More specifi-
cally, we revealed that the secretome of Schwann cells
was enriched in proteins involved in biological processes
related to cellular motility. This observation can be
interpreted by the ability of Schwann cells to secrete

factors that will potentially drive the migration of
cancer cells.
We herein demonstrated that Schwann cells were a

crucial driver of PDAC cancer cell aggressiveness in vitro.
In our model, we used sNF96.2 Schwann cells which
spontaneously express high levels of TGFβ. Previous
studies reported that loss of NF1 could be responsible for
increased TGFβ secretion. We then used two NF1-
positive schwann cells (HSwC and ipn02.3 2λ). We
observed that these two cell lines (co cultures or CM
experiments) could induce the migration of cancer cells
through a TGFβ-dependent mechanism, and, that they
were a major source of TGFβ. These observations rule out
the possibility that increased TGFβ secretion that might
occur in sNF96.2 cells result from the loss of NF1. How
relevant these two cell models are to Schwann cells in the
in vivo PDAC microenvironment remains to be evaluated.
In an attempt to address this issue, we analyzed a set of
320 human PDAC samples by IHC, and reported that
high levels of pSMAD2 were positively correlated with
perineural invasion. This observation strengthened a
causal role for TGFβ in perineural invasion. However, we
were unable to discrimite the exact member of the TGFβ
superfamily involed in vivo in SMAD signaling activation,
since activin and GDNFs are also known to signal through
SMAD2. Finally, wether or not Schwann cells are a sig-
nificant source of TGFβ in human PDAC tumors remains
an open question.
Interestingly, the secretome of co-cultured Schwann

cells/cancer cells, beyond its higher content in motility
proteins, was also enriched in ECM proteins and adhesion
molecules. Hence, it is interesting to note that these pro-
teins are found in the stromal compartment in corro-
boration with previous studies. For instance, we identified
proteins such as FN1, SPARC, VCAN, or WNT5A which
were previously reported of poor prognosis in a PDAC
stromal signature following microarray analyses on virtual
microdissections53. In addition, SPARC54, SPOCK155 and
FN156 proteins, are known to be positively correlated with

(see figure on previous page)

Fig. 8 Biological processes correlated with proteins more abundant in conditioned medium of sNF96.2 cells and Capan-2 cells cultured

alone or in combination. a Venn diagram showing the number of significantly differentially enriched proteins quantified (fold change >2; adjusted

p-value < 0.05) in sNF96.2 CM and sNF96.2/Capan-2 CM compared to Capan-2 CM. b, c GO enrichment analysis of differentially secreted proteins in

sNF96.2 CM (156 proteins) and in sNF96.2/Capan-2 CM (128 proteins), compared to Capan-2 CM. The figures show the top 20 GO biological processes

grouped by enrichment (>2-fold) and p-value (<0.05). Motility, adhesion and ECM related-groups are represented in different colors. d Heatmap

depicting the abundance levels (log10 normalized LFQ abundance values) of 47 individual proteins identified within motility, adhesion and ECM

related-GO biological processes, in the three sNF96.2, Capan-2 and sNF96.2/Capan-2 CM. # are representative of a non-significant difference between

sNF96.2 CM and Capan-2 CM. e Protein–protein predicted functional associations between 33 proteins enriched in sNF96.2 CM and sNF96.2/Capan-2

CM compared to Capan-2 CM and associated with motility, adhesion and ECM GO groups, are represented by a protein-protein network graph

(STRING database analysis). The protein network is separated into 9 clusters (see node colors), in which inter-cluster edges are represented as dashed

lines. Inter-node edges are representative both of types of action (color code: red, inhibition; blue, binding; purple, catalysis; black, reaction; green,

activation; yellow, transcriptional regulation; gray, unspecified) and effects (unspecified, positive or negative) for predicted interactions between

proteins. CM conditioned medium, ECM extracellular matrix, GO gene ontology, STRING search tool for the retrieval of interacting genes/proteins.
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PDAC invasion and progression. Our screening revealed
various collagens, a large family of ECM deposition pro-
teins known to be aberrantly expressed in cancer, activated
by TGFβ47 and associated with metastasis and poor-
prognosis in ovarian57and pancreatic cancer progression58.
Moreover, our STRING analysis revealed that TGFβ1
could strongly interact with MMP2, SERPIN1, FN1 et
ACTN1 proteins. MMPs are matrix metalloproteinases
that are involved in carcinogenesis and positively regulated
by TGFβ59. SERPIN1, also known as PAI-1, is the arche-
type of the SMAD-induced TGFβ target genes and widely
described as a marker of poor prognosis, positively
involved in acquisition of aggressive properties in many
tumors, including PDAC60. FN1, a transcriptional target of
TGFβ61 abundantly found in PDAC stroma, is a matrix
glycoprotein that supports metastatic spread and che-
moresistance62. Finally, ACTN1 expression can be
induced by TGFβ63 and was shown to impair E-cadherin-
dependent celluar adhesion and is associated with poor
prognosis in breast cancer64. The proteomic analysis
identified several potential factors that might be important
in the crosstalk between cancer cells and Schwann cells,
such as PDGFs (platelet-derived growth factor), IGFBPs
(insulin-like growth factor-binding proteins) and CCL/
CXCRs (chemokine receptors). These factors are largely
documented for their role in cancer. It will be of particular
interest to investigate in future studies their possible
involvment in perineural invasion, as well as with their
functional interaction with TGFβ signaling.
In conclusion, our work demonstrates that Schwann

cells, surrounding nerve fibers during PANR, have the
capacity to foster cancer cell migration and survival
through different factors including TGFβ signaling. They
may represent a protective and nurturing environment
in vivo, promoting local relapse or distant metastases.
This study paves the way for targeting new factors
involved in PANR, the inhibition of which may be bene-
ficial for improving patient quality of life and survival.
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Implications oncogéniques des protéines SMAD2 & SMAD3  

dans l’adénocarcinome canalaire pancréatique SMAD4-négatif 

L’adénocarcinome canalaire pancréatique (ADKP) est l’une des tumeurs solides les plus agressives en 

raison de son diagnostic tardif, de son potentiel métastatique élevé et de sa résistance aux traitements 

conventionnels. La voie du TGF-β (Transforming Growth Factor beta) est l’une des seules cascades de 

signalisation altérées dans la quasi-totalité de ces tumeurs pancréatiques. L’une des mutations les plus 
fréquentes touche le gène SMAD4, qui code un facteur de transcription impliqué dans la transduction de 

la voie du TGF-β. Sa mutation est un facteur de mauvais pronostic. L’induction de la voie du TGF-β 

induit l’association de SMAD4 aux deux autres effecteurs de la voie, SMAD2 et/ou SMAD3, qui 
subissent ensemble, une translocation nucléaire afin d’exercer leurs fonctions de facteurs de 

transcription. L’impact oncogénique de la mutation de SMAD4 est donc largement supposé résulter de 

la perte de fonction de cette protéine. Cependant, le rôle de SMAD2 et SMAD3 en l’absence de SMAD4 
reste peu étudié.   

Au cours de ma thèse, j’ai montré qu’en l’absence de SMAD4, les protéines SMAD2 et SMAD3 agissent 

de manière indépendante et déclenchent l’expression de gènes impliqués dans des processus 

oncogéniques tels que la migration et l’invasion des cellules cancéreuses pancréatiques. J’ai pu 
caractériser l’impact phénotypique de l’activité oncogénique de SMAD2/3 en l’absence de SMAD4 à 

l’aide de modèles cellulaires originaux. Enfin, la pertinence de ces observations réalisées in vitro a été 

confirmée par l’étude d’une cohorte d’adénocarcinomes pancréatiques. Nous avons en effet établi que 
les tumeurs associant l’absence de SMAD4 et un haut niveau d’activation de SMAD2 étaient plus 

agressives et de moins bon pronostic.  

L’impact phénotypique des altérations de la voie du TGF-β est complexe, compte-tenu de la dualité 
fonctionnelle de cette cytokine au cours de la tumorigenèse. Dans son ensemble, ma thèse a permis de 

révéler un niveau additionnel de complexité, en montrant l’impact oncogénique du complexe SMAD2/3 

sur l’échappement tumoral en l’absence de SMAD4. 

Mots clés : Adénocarcinome Canalaire Pancréatique ; Métastases ; TGF-β ; SMAD ; Migration ; Invasion 

Oncogenic roles of SMAD2 and SMAD3 proteins  

in SMAD4-negative pancreatic ductal adenocarcinoma 

Pancreatic Ductal AdenoCarcinoma (PDAC) is one of the most aggressive solid tumors due to late 

diagnosis, high-metastatic potential, and resistance to conventional treatments. The TGF-β 

(Transforming Growth Factor beta) signaling pathway is genetically altered in almost all PDAC cases. 
One of the most frequent mutations affects the gene SMAD4, which encodes for an effector of the so-

called canonical TGF-β signaling pathway, and loss of SMAD4 is a poor prognostic factor. The 

activation of TGF-β signaling induces the association of SMAD4 with two other transcription factors, 

SMAD2 and/or SMAD3, which then undergo a translocation as a complex to exert their transcriptional 
activities in the nucleus. The oncogenic impact of SMAD4 mutation is therefore largely assumed to 

result from the loss of function of this protein. However, the role of SMAD2 and SMAD3, in SMAD4 

negative context, remains understudied.  
During my PhD, I showed that, in the absence of SMAD4, SMAD2 and SMAD3 act independently and 

trigger the expression of genes involved in oncogenic processes such as cancer cell migration and 

invasion. I characterized the phenotypic impact of SMAD2/3 oncogenic activity in the absence of 
SMAD4 using original cell models. Finally, the relevance of these in vitro observations was confirmed 

in a human pancreatic tumor cohort. We indeed established that SMAD4-negative tumors with high 

level of active SMAD2 are more aggressive and have a poorer prognosis.   

The phenotypic impact of alterations in the TGF-β pathway is complex, given the functional duality of 
this cytokine during tumorigenesis. Overall, my thesis revealed an additional level of complexity, 

showing the oncogenic impact of the SMAD2/3 complex on tumor escape in the absence of SMAD4. 

Key words : Pancreatic Ductal Adenocarcinoma ; Metastasis ; TGF-β ; SMAD ; Migration ; Invasion 


