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Résumé (en français) 

    

Le cancer colorectal (CRC) est la deuxième cause de décès par cancer dans le monde. 

Contrairement aux autres types de cancer, le CRC est une pathologie qu’il est possible à la 

fois de prévenir et de guérir si la tumeur est réséquée à un stade précoce. Cependant la 

plupart des CRC ne sont pas détectés avant d’avoir envahi d’autres organes ou des ganglions 

lymphatiques car les tests de dépistages actuels ne sont pas suffisamment spécifiques et 

sensibles. Dans ce contexte, il est urgent d’identifier des biomarqueurs permettant de 

détecter les CRC à des stades précoces, de suivre le développement des tumeurs pendant la 

durée du traitement et de prédire les récidives. Les mucines, O-glycosylprotéines majeures 

du mucus qui protège l’épithélium intestinal, sont fréquemment altérées dans les cancers 

colorectaux et jouent un rôle important dans la pathogénèse de la maladie. L’objectif 

principal de ce travail de thèse était d’explorer les altérations d’expression et de 

glycosylation des mucines intestinales durant les différentes étapes de la transformation 

maligne, et d’identifier, parmi les molécules modifiées, de potentiels biomarqueurs 

utilisables pour évaluer le pronostic et le risque de récidive après traitement.  

Les mucines ont été purifiées à partir de pièces opératoires d’individus sains et de patients 

atteints de CCR et leur profil de glycosylation a été déterminé par spectrométrie de masse. 

Les résultats obtenus démontrent une très forte diminution du niveau d’expression des O-

glycanes sialylés basés sur un core 3 dans la tumeur, corrélée à une forte augmentation des 

O-glycanes sialylés basés sur un core 1. Aucune corrélation n’a pu être faite entre les stades 

des tumeurs et les répertoires de glycosylation des mucines. Cependant, à l’exception des 

antigènes sialyl-Tn, les tumeurs de patients ayant récidivé présentaient moins d’altérations 

dans leur profil de glycosylation de mucines, comparées aux tumeurs sans récidive. Ces 

résultats suggèrent que les O-glycanes de mucines provenant de tumeurs avec récidive 

masqueraient la situation pathologique en mimant une situation physiologique saine afin 

d’échapper au système de défense immunitaire. Nous avons également confirmé une 

augmentation de l’expression d’un antigène sialyl-Lex basé sur un core 3 dans la tumeur de 

patients sans récidive, qui semble entrer en compétition avec son homologue sulfo-Lex dans 

le côlon sain. Nous avons démontré une diminution significative de l’expression des Gal-3-O-

sulfotransférases ainsi que de faibles variations de l’expression des α2,3-sialyltransférases, 
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qui pourraient expliquer l’inversion des ratios d’expression de ces 2 antigènes. L’expression 

de DMBT1, une mucine-like, est fortement augmentée dans les stades précoces du CCR et 

une très forte expression de DMBT1 dans la muqueuse de résection des patients semble 

corrélée à un mauvais pronostic.  

En conclusion, notre travail a permis de démontrer pour la première fois une possible 

corrélation entre le profil de glycosylation des mucines dans la tumeur réséquée et le risque 

de récidive. Ces travaux démontrent également des altérations spécifiques de la 

glycosylation des mucines durant la transformation maligne et la progression vers le CCR. 

Ces résultats devraient permettre d’identifier de nouveaux marqueurs utilisables pour le 

pronostic et pour guider les oncologues dans le choix des traitements post-opératoires. 
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Résumé (en anglais) 

 

 

Colorectal cancer (CRC) is the second leading cause of cancer-related death in the Western 

world. Unlike many other malignancies, CRC is a preventable and curable disease if early 

stage tumors are removed. However, many CRC remain undetected until they have spread 

to the surrounding organs or lymph, correlating with poor prognosis because of the low 

sensitivity and specificity of fecal occult blood tests used for screening of risk populations. In 

this context, there is an urgent need to identify biomarkers for early detection of CRC, to 

follow tumor development during therapy and to predict recurrence. Mucins, major 

glycoproteins found in the mucus film covering and protecting the colon mucosa, are 

frequently altered in colon cancer and implicated in the pathogenesis of cancer. The main 

goal of this PhD project was to explore alteration of expression and glycosylation of colonic 

mucins during progression of adenomas to a colorectal cancer and to identify, among all 

these modified molecules, new potential biomarkers for prognosis and recurrence after 

treatment. 

Mucins were purified from healthy individuals and patients with colon cancer and their O-

glycosylation patterns were determined by mass spectrometry. The obtained data showed 

an important decrease in the level of expression of sialylated core 3 based O-glycans in 

tumors correlated with an increase in sialylated core 1 structures. No correlation was 

established between stages of the tumor samples and mucin O-glycosylation. However, with 

the notable exception of sialyl Tn antigens, tumors with recurrence presented a milder 

alteration of glycosylation profile than tumors without recurrence. These results suggest 

that mucin O-glycans from tumors with recurrence might mimic a healthier physiological 

situation, hence deceiving the immune defense system. We confirmed an increased 

expression of a core 3 sialyl-Lex hexasaccharide in tumors of patients without any 

recurrence during the first 3 years after resection of the tumor, which appeared to compete 

with its sulfo-Lex counterpart in normal tissue. We demonstrated a significant decrease of 

expression of Gal-3-O-sulfotransferases together with small variations of α2,3-

sialyltransferases expression levels that could explain the inversion of ratio for these two 

sugar motifs. Expression of DMBT1, a mucin-like, was highly increased in initial stages of 
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colon carcinoma and a high expression in normal mucosa of patients seemed to be 

correlated with a poor prognosis. 

In conclusion, our work demonstrated for the first time a possible correlation between 

mucin O-glycosylation patterns in the resected tumor of patients and the risk of recurrence. 

This study highlights specific pattern of mucin alterations during malignant transformation 

and progression of colon cancer. These findings might prove valuable as prognostic tools 

orienting the cure to be given to patients after resection.  
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1. Introduction 

 

Au niveau mondial, le cancer représente la troisième cause de mortalité, avec un risque très 

élevé pour le cancer du côlon. Celui-ci se situe, par sa fréquence, au troisième rang chez 

l’homme et au deuxième rang chez la femme. Il constitue la deuxième cause de décès par 

cancer en France, avec une survie à 5 ans d’environ 56% et à 10 ans de 50%, malgré des 

progrès thérapeutiques récents et cela est souvent dû à une détection trop tardive. 

La caractérisation d’un cancer primaire ou de sa récidive, la détection de métastases et le 

suivi de traitement thérapeutique sont des éléments clés de la prise en charge du patient et 

de la réduction de l’incidence. Excepté le taux d’ACE (Antigène Carcino-Embryonnaire) 

sérique qui est utilisé comme facteur pronostic dans le cadre du bilan préopératoire et de 

risque de récidive, aucun marqueur sanguin n’est utilisé en routine clinique pour la 

détection d’adénome ou d’adénocarcinome. 

 

2. Le cancer colorectal 

 

2.1. Anatomie et histologie du côlon 

Anatomie  

Le côlon (colo-rectum) est le segment terminal du tractus gastro-intestinal avec une 

longueur d’environ 1–1,5m, suivie par l’anus. La délimitation en côlon droit et gauche tient 

compte de la vascularisation, du drainage veineux et de l’innervation, en corrélation avec le 

développement embryologique antéro-postérieur (intestin moyen et postérieur)(Mills, 

2007). Le côlon proprement dit se trouve en amont de la jonction recto-sigmoïdienne, 

située à plus de 15 cm de la marge anale en rectoscopie et au-dessus du corps de la 3ème 

vertèbre sacrée (de profil au-dessus du promontoire). Le côlon droit est desservi par l’artère 

mésentérique supérieure, le nerf vague et le ganglion sympathique mésentérique supérieur 

alors que le côlon gauche est desservi par l’artère mésentérique inférieure, les nerfs spino-

sacraux S2, S3 et S4 et le ganglion sympathique mésentérique inférieur. Le rectum reçoit les 

artères rectales moyennes et inférieures, les nerfs érigents et les segments lombaires 

spinaux L1, L2 et L3 du plexus hypogastrique (Mills, 2007). 
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Le côlon droit est divisé en caecum avec l’appendice, côlon ascendant jusqu’à la flexure 

hépatique (les deux d’un total de 15cm) et côlon transverse (premiers deux tiers), alors que 

le côlon gauche est divisé en côlon transverse (dernier tiers, au total environ 50 cm), côlon 

descendant à partir de la flexure splénique (25 cm), sigmoïde (35 à 50 cm) et rectum (8 à 15 

cm) (Yantiss, 2013) (Figure 1).  

 

Figure 1. Anatomie du tractus gastro-intestinal. 

 

Pour des raisons chirurgicales (conservation sphinctérienne), le rectum a été divisé en bas 

rectum (de 0 à 5 cm de la marge anale ou à 2 cm ou moins du bord supérieur du sphincter), 

moyen rectum (> 5 à 10 cm de la marge anale ou de 2 à 7 cm du bord supérieur du 

sphincter), haut rectum (> 10 à 15 cm de la marge anale ou à plus de 7 cm du bord supérieur 

du sphincter) et la jonction rectum-sigmoïde (> 15 cm ou au-dessus du corps de la 3ème 

vertèbre sacrée)(Gérard et al., 2013).  
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Histologie 

La structure de la paroi colique est similaire le long des différentes régions. Elle comporte 

quatre couches distinctes : la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse, la sous-séreuse 

avec la séreuse.  

La muqueuse est recouverte par le glycocalyx comportant des glycanes, enzymes, lectines et 

mucines (notamment les mucines membranaires MUC3 et MUC12 (Pelaseyed et al., 2014)). 

Elle est constituée d’un épithélium cylindrique polarisé, s’invaginant sous la forme de 

cryptes de Lieberkühn régulièrement espacées les unes des autres et parallèles entre elles, 

reposant sur la musculaire muqueuse (Mills, 2007). Cet épithélium comporte des cellules 

caliciformes (en gobelet), chargées en mucus, des entérocytes coliques, jouant un rôle 

d’absorption, des cellules de Paneth, des entérocytes, des cellules M et des cellules souches 

(Yantiss, 2013). 

 

Figure 2. Histologie du côlon. 
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Il existe de discrètes différences droite et gauche dans la répartition de cellules 

entérocytaires et caliciformes au sein de la muqueuse colique, ainsi que dans l’épaisseur de 

la couche de mucus, la présence ou non des cellules de Paneth, la longueur des cryptes, la 

densité de l’infiltrat inflammatoire monocytaire dans le chorion muqueux, en relation avec 

la fonction dominante dans l’absorption du côlon proximal, et celle de consolidation et 

transit des matières fécales dans le côlon distal. On observe ainsi un nombre plus élevé de 

cellules entérocytaires absorptives à droite par rapport aux cellules caliciformes (rapport 

entérocytes/cellules en gobelet de 4-5 :1 à droite et 3-4 :1 à gauche, en arrivant à 1 :1 au 

niveau rectal). Les entérocytes coliques forment la plupart de la surface épithéliale et une 

partie de celle des cryptes. Ils ont un cytoplasme éosinophile (avec la coloration standard 

hématoxyline – éosine), avec des petites vésicules apicales contenant des mucines, de 

composition différente par rapport aux cellules caliciformes. Leur membrane apicale 

comporte des microvillosités au sommet desquelles il existe des glycoprotéines mucine-like 

membranaires formant le glycocalyx filamenteux, continu, en bordure en brosse. Ces pôles 

apicaux des entérocytes s’étendent sur les cellules en gobelet avoisinantes en laissant libre 

juste une petite partie de leur apex en contact avec la lumière colique. Leurs noyaux sont 

ovalaires, réguliers, de disposition basale, parallèles au long axe des cellules.  

Les cellules caliciformes ont des cytoplasmes caractéristiques en coupe de verre de vin, 

grâce à l’accumulation des mucines au niveau de leur pôle apical. Ces mucines sont soit 

sécrétées soit membranaires et leur composition varie le long de la muqueuse colique. Avec 

la coloration standard hématoxyline – éosine, le cytoplasme apparaît relativement clair. Les 

granules de mucines sont mises en évidence avec les colorations par le mucicarmin, bleu 

Alcian à pH 2,5 et PAS (periodic acid-Schiff)(Mills, 2007). Ce sont des mucines 

majoritairement acides appartenant à deux groupes : sialomucines et sulfomucines. Ces 

dernières sont également positives au bleu Alcian à pH 0,5. Les noyaux des cellules 

caliciformes sont hyperchromes, avec une chromatine plus dense par rapport aux 

entérocytes. Les mucines retrouvées au niveau des cellules épithéliales coliques sont MUC2 

et MUC4 (retrouvées dans les cellules caliciformes) ainsi que MUC1, MUC3, MUC4 et 

MUC12 (dans les entérocytes) (Van Klinken et al., 1995) . On note également MUC5B et 

MUC11 (Yantiss, 2013). La plupart de ces mucines sont présentes au niveau des cellules de 
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surface et des cryptes à l’exception de MUC3 (uniquement en surface) et MUC5B 

(uniquement au niveau des cryptes).  

 

   

2.2. Epidémiologie et étiologie/facteurs de risque 

Au niveau mondial, le cancer représente la troisième cause de mortalité, avec un risque très 

élevé pour le cancer du côlon. L’incidence du cancer du côlon dans le monde est 

extrêmement variable selon les pays, avec 55% des cas dans les régions développées, selon 

l’International Agency for Research on Cancer (Ferlay et al., 2013). Les régions les plus 

touchées concernent l’Australie, Nouvelle Zélande, l’Europe et l’Amérique du Nord, et les 

moins touchées se trouvent en Afrique de l’Ouest et le Sud-Centre de l’Asie (Torre et al., 

2015). La mortalité est plus élevée dans l’Europe Centrale et l’Est, et la plus basse dans 

l’Afrique de l’Ouest.  

 

En France métropolitaine, les statistiques de l’Institut National du Cancer indiquaient 42 152 

nouvelles personnes atteintes de cancer colorectal (CCR) en 2012 (Vongmany and Bousquet, 

2014). Chez l’homme, le cancer du côlon-rectum représente 11,6 % de l’ensemble des 

cancers incidents, et se situe, par sa fréquence, au troisième rang (environ 23 226 nouveaux 

cas estimés en 2012) derrière les cancers de la prostate (56 841 cas) et du poumon (28 211 

cas). Chez la femme, il représente 12,2 % de l’ensemble des cancers incidents, et se situe, 

par sa fréquence, au deuxième rang (18 926 cas) derrière le cancer du sein (48 763 cas). Il 

survient en majeur partie (95%) chez les personnes âgées de 50 ans et plus (Binder-Foucard 

et al., 2013), avec un âge médian au diagnostic en 2012 de 71 ans chez l’homme et 75 ans 

chez la femme. Il constitue la deuxième cause de décès par cancer en France, avec 17 722 

décès en 2012. La survie à 5 ans est d’environ 56% et à 10 ans de 50%.  

 

Le facteur de risque plus élevé est donc l’âge qui augmente la prévalence d’une façon 

exponentielle (Plumb and Halligan, 2015). L’incidence est plus élevée chez les hommes 

(Jemal et al., 2011) et il semble exister une différence d’âge entre les femmes et les 

hommes, avec un âge plus élevé chez les femmes au moment du diagnostic, de 4 à 8 ans 

(Brenner et al., 2007). Cela peut-être expliqué d’une part par l’effet anti-tumorogénique des 
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œstrogènes (Caiazza et al., 2015) et d’autre part par l’effet promoteur tumoral de la 

testostérone (Amos-Landgraf et al., 2014).  

D’autres facteurs de risques sont le sédentarisme et l’inactivité physique associés à un 

surpoids/obésité (Riondino, 2014; Warburton et al., 2010; World Cancer Research Fund / 

American Institute for Cancer Research, 2007) ainsi que le syndrome métabolique (Chiu et 

al., 2014; Fiori et al., 2015; Kim et al., 2007) ou le diabète comme facteur indépendant (Lai 

et al., 2013; Rampal et al., 2014; Yuhara et al., 2011). Le régime alimentaire riche en fibres 

ne semble pas avoir un réel effet protecteur contre le cancer colorectal (Park et al., 2005; 

Sandler, 2010) alors que le régime végétarien est associé à un risque diminué (Lee et al., 

2014; Orlich et al., 2015) et celui riche en viande rouge à un risque élevé (Parkin, 2011). Un 

niveau élevé de vitamine D semble corrélé à un risque diminué de cancer (Jenab et al., 

2010). Un autre facteur de risque est la cigarette (Gong et al., 2012; Hannan et al., 2009) 

alors que le rôle de l’alcool est controversé (Park et al., 2010), avec pour certains un rôle 

possible protecteur si consommé avec modération (notamment le vin rouge) et délétère en 

cas d’excès (Kontou et al., 2012). Le risque de cancer colorectal semble réduit par un mode 

de vie avec une exposition aux antioxydants (alimentaires ou non) plutôt qu’aux pro 

oxydants (Dash et al., 2015). Les anti-inflammatoires non-stéroïdiens semblent des bons 

candidats pour la chémoprévention (Rigas and Tsioulias, 2015). Il n’est pas observé 

d’association avec la diverticulose ou la diverticulite colique (Alexandersson et al., 2014).  

 

La plupart des cancers colorectaux sont sporadiques, avec un moindre nombre de cancers à 

prédisposition génétique, dont les plus fréquents sont le syndrome de Lynch et la polypose 

adénomateuse familiale, et aussi les maladies inflammatoires idiopathiques prédisposant au 

cancer colorectal: la rectocolite hémorragique (Dyson and Rutter, 2012; Fearnhead et al., 

2002; Lutgens et al., 2015) mais aussi la maladie de Crohn (Lukas, 2010). On note également 

une incidence plus élevée chez les juifs Ashkenazi (Goldberg et al., 2014b, 2014a; Lynch et 

al., 2004). Un autre groupe ethnique atteint à un niveau plus élevé par le cancer colorectal 

est celui des Américano-Africains (Tsai and Giovannucci, 2012).  
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2.3. Histoire naturelle du cancer du côlon 

La carcinogenèse colique est un processus d’initiation et de transformation des cellules 

normales suite à des modifications génétiques et épigénétiques de l’ADN (Jones and Baylin, 

2002; Kinzler and Vogelstein, 1996). L’instabilité génétique est une caractéristique des 

cellules cancéreuses. Les déterminants de l’instabilité génétique sont liés majoritairement à 

des mécanismes cellulaires fondamentaux comme le cycle cellulaire, la réplication ou la 

réparation de l’ADN. On note ainsi le rôle des proto-oncogènes, des gènes suppresseurs des 

tumeurs et des micro-ARN. Les proto-oncogènes régulent l’embryogenèse et le 

développement, la prolifération, la différentiation cellulaire et l’apoptose. L’anomalie d’un 

seul proto-oncogène suffit pour avoir des anomalies au niveau de l’expression protéique ou 

sa dégradation. Quant aux gènes suppresseurs de tumeurs, ils inhibent la transcription des 

proto-oncogènes. Les deux allèles doivent être dysfonctionnels pour conduire à une 

prolifération cellulaire. Pour la plupart des cancers hérités il s’agit d’une mutation de la 

lignée germinale avec la perte/mutation ultérieure du deuxième allèle (Yantiss, 2013). Les 

micro-ARN interviennent dans la régulation post-transcriptionnelle de l’expression 

protéique. Ils se lient à l’ARNm empêchant sa traduction en protéines.   

 

Les tumeurs colorectales sont subdivisées en deux grandes catégories en fonction de leurs 

altérations génétiques, témoignant de deux voies de carcinogenèse distinctes : les tumeurs 

se caractérisant par une instabilité chromosomique (CIN : chromosomal instability) avec des 

pertes fréquentes d’hétérozygotie, et les tumeurs se caractérisant par une instabilité des 

microsatellites (MSI ou MIN : microsatellite instability). 

 

Instabilité chromosomique 

C’est l’instabilité génomique la plus commune : elle est retrouvée dans 75% des cancers 

colorectaux sporadiques et dans la plupart des adénocarcinomes syndromiques hors 

syndrome de Lynch (Grady and Carethers, 2008). Elle se caractérise par une aneuploïdie 

associée à une perte de fragments chromosomiques à l'origine d'une perte d’hétérozygotie 

ou LOH (Loss of Heterozygosity) ou perte d'allèles. On note la fréquence des mutations du 

gène APC (>90% des cas), KRAS (50%) ou BRAF, TP53 (70%), et la perte allélique de 18q (Seth 

et al., 2009). 
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Cette voie classique commence ainsi par des mutations bialléliques inactivatrices du gène 

APC (chromosome 5q) avec une activation de la voie APC/β-caténine/Wnt et accumulation 

de β-caténine dans le cytoplasme à la place d’être dégradée. Elle est transloquée dans le 

noyau en facilitant ainsi la transcription des proto-oncogènes impliqués dans la prolifération 

cellulaire et l’apparition de l’adénome. APC agit également sur les microtubules et l’actine F 

pour empêcher le passage de phase G0/G1 en phase S. Elle régule la phase de mitose en 

interagissant avec la dynamique des microtubules (Yantiss, 2013). Sur le plan histologique, 

on observe l’apparition d’une hyper-prolifération de l’épithélium colique, plus connue sous 

le nom de foyer de cryptes aberrantes ou FCA (Pretlow et al., 1991). Ces FCA existent sous la 

forme d’une hyperplasie, c'est-à-dire une augmentation de la prolifération anormale des 

cellules normales d’un tissu, la forme la plus commune, ou d’une dysplasie, caractérisée par 

des anomalies cellulaires, nucléaires et cytoplasmiques associées à des anomalies 

architecturales des glandes, une forme rare, à l’exception du syndrome de polypose 

adénomateuse familiale (PAF). La prolifération cellulaire anormale conduit à l’accumulation 

des cellules dans la muqueuse et aboutit à la formation d’un polype ou adénome (Figure 

3)(DeVita et al., 2011). 

 

Figure 3. Les différentes étapes du développement du cancer colique. 

(DeVita et al., 2011) 
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L’adénome est une véritable lésion précancéreuse qui correspond déjà à l’expansion clonale 

de cellules mutées. Initialement la dysplasie est de bas grade. Plus tardivement apparaissent 

des mutations de KRAS (12p12) avec augmentation en taille de l’adénome et l’apparition de 

la dysplasie de haut grade. On note ensuite des pertes de matériel génétique du 

chromosome 18q (avec perturbation des régions contenant SMAD2 et SMAD4 impliqués 

dans la voie TGF-β, importante pour la régulation de la croissance et la mort programmée 

des cellules, et DCC – récepteur transmembranaire qui induit l’apoptose) ainsi que l’ 

inactivation de TP53 (facteur de transcription localisé au niveau 17q13), avec la transition 

vers le carcinome (Yantiss, 2013). Lorsque les anomalies cellulaires et architecturales sont 

majeures mais que la membrane basale n’est pas franchie par les cellules tumorales, on 

parle de cancer in situ ou intra-muqueux. Le terme de carcinome invasif s’applique aux 

lésions entraînant une rupture de la lame basale et dépassant la musculaire muqueuse 

(Compton, 2006). Le carcinome s’étend ensuite progressivement au niveau de la sous-

muqueuse, de la musculeuse, puis de la sous-séreuse et la séreuse.  

 

L’instabilité microsatellitaire 

Ce mécanisme est observé dans 15% des cancers sporadiques et dans les cancers 

héréditaires non polyposiques (HNPCC ou syndrome de Lynch). L’instabilité des 

microsatellites (séquences courtes de 1 à 5 paires de bases répétées en tandem) se 

caractérise par la modification d’un grand nombre de séquences répétées dans le génome 

des cellules tumorales par rapport aux cellules normales d’un même individu (Lamoril et al., 

2006). 

Cette instabilité est liée à un défaut de réparation des mésappariements de l’ADN. Au cours 

de la mitose, lors de la réplication de l’ADN, des mésappariements se créent 

physiologiquement lors de la réplication des deux brins d’ADN, conséquence d’erreurs de 

recopiage par l’ADN polymérase. Dans une cellule normale, ces mésappariements sont 

réparés par un complexe protéique codé par les gènes de réparation des mésappariements 

de l’ADN ou gènes MMR (mismatch repair genes). Les protéines du système MMR sont 

principalement MLH1, MSH2, MLH6 et PMS2. Le système MMR corrige les erreurs survenant 

lors de la réplication, notamment les délétions et insertions (Figure 4). En cas de défaut du 

système MMR, les erreurs s'accumulent avec l'apparition d’allèles de différents tailles, 
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appelés MSI-H (ou RER - erreurs de réplication de l'ADN). Le nombre anormal de répétitions 

est transmis aux cellules filles. Il y a instabilité des microsatellites. 

 

Dans les tumeurs sporadiques l'altération de MMR correspond à une inactivation somatique 

de MLH1 par hyperméthylation biallélique de son promoteur avec la perte de l'expression 

de la protéine MLH1 et son partenaire de liaison PMS2. Elle est observée chez le sujet âgé, 

en lien avec la sénescence de l'épithélium colique, et est souvent associée à une mutation 

somatique du gène BRAF (70% des cas). Cette altération est retrouvée dans 80% des cas de 

carcinomes colorectaux MSI (Le Pessot and Buisine, 2010). Dans les autres 20% des cas 

l'altération correspond à une inactivation constitutionnelle (un allèle) et ensuite somatique 

(deuxième allèle) d'un gène MMR par mutation. Elle est responsable du syndrome de Lynch 

et touche préférentiellement les gènes MLH1 et MSH2, mais peut également toucher les 

gènes MSH6 et PMS2. Habituellement, dans le cas des gènes MSH2 et MLH1 il existe une 

perte d'expression des protéines correspondantes mais aussi de leurs partenaires de liaison 

MSH6 et PMS2 respectivement. Quant à MSH6, il peut aussi être perdu suite à un défaut de 

réparation des mésappariements (car le gène MSH6 contient en lui-même une zone 

microsatellitaire), ou suite à une mutation au niveau germinal (World Health Organization 

and International Agency for Research on Cancer, 2010).    

   

Techniques d’identification des instabilités microsatellitaires 

Les principes de caractérisation du statut MSI reposent sur des critères internationalement 

reconnus (Boland et al., 1998). La caractérisation des mutations est réalisée dans un premier 

temps sur les gènes principalement impliqués MLH1 et MSH2, ces deux gènes représentant 

environ 90% des mutations causales.  

La caractérisation MSI repose sur l’analyse comparative des produits d’amplification par 

PCR, obtenus à partir de l’ADN tumoral et de l’ADN normal du même patient, de plusieurs 

régions contenant des microsatellites. Il est suggéré d’utiliser 5 marqueurs 

mononucléotidiques : BAT25, BAT26, NR21, NR24 et NR (Umar et al., 2004). Une tumeur est 

considérée MSI si elle montre une instabilité sur au moins 3 de ces 5 microsatellites. Une 

alternative à l’allélotypage de microsatellites est l’immunohistochimie. En effet, le 

phénotype MSI est dû, dans la plupart des cas, à l’absence d’expression d’un des gènes 
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majeurs du système MMR. L’immunohistochimie permet donc la détermination indirecte du 

statut MSI des échantillons étudiés par la mise en évidence de cette absence d’expression 

dans la cellule tumorale, les cellules normales contaminantes ou infiltrantes servant de 

contrôle d’expression (Jourdan et al., 2003). Cette analyse nécessite l’emploi de 4 anticorps 

dirigés contre MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2. Cette méthodologie est moins lourde et moins 

coûteuse que l’allélotypage des microsatellites mais elle est difficile à standardiser. 

 

Intérêt clinique de la détermination du statut MSI 

Les tumeurs MSI présentent des caractéristiques anatomopathologiques particulières : elles 

ont surtout une localisation proximale, elles sont peu différenciées, mucineuses ou en 

bague à chatons, avec un infiltrat lymphocytaire important. De nombreuses études ont 

analysé la relation existant entre le statut MSI et la survie des patients, avec des résultats 

généralement concordants. Une compilation de 32 études comportant plus de 7000 cas de 

cancers colorectaux (dont environ 1300 MSI), publiée par Popat et al (Popat et al., 2005), a 

confirmé de manière significative que les tumeurs MSI étaient globalement associées à un 

meilleur pronostic que les tumeurs MSS. L’influence du statut MSI positif sur la réponse aux 

différents traitements de chimiothérapie a également fait l’objet de plusieurs études in vitro 

et in vivo. Les études réalisées in vitro concluent à une résistance des cellules MSI aux effets 

cytotoxiques du 5FU (5 fluoro-uracile). Concernant l’impact du phénotype MSI sur la 

réponse des patients atteints de cancers coliques et traités par 5FU, les premières études 

ont abouti à des résultats contradictoires. Il semble que ce traitement ne bénéficie pas aux 

patients ayant une tumeur MSI avec envahissement locorégional et pourrait même être 

délétère pour ces patients. L’étude des tumeurs MSI présente donc un grand intérêt clinique 

puisque la présence de MSI est associée à une meilleure survie et permettrait d’adapter les 

traitements adjuvants. 

 

La voie CIMP 

Une troisième voie de cancérogénèse a été décrite. C’est la voie festonnée à partir des 

polypes festonnés qui ne comportent pas des anomalies de la voie APC/Wnt/β-caténine 

mais des mutations de BRAF suite à des hyperméthylations des ilots riches en CpG (CIMP) au 

niveau des promoteurs des gènes, avec comme conséquence une méthylation progressive 



   

36 

 

de l’ADN et une extinction des gènes de réparation des mésappariements comme MGMT 

(méthylguanine-méthyltransférase) et MLH1 (avec MSI – dans 70% des cas), ce qui coïncide 

avec l’apparition de la dysplasie dans les polypes festonnés. D’autres méthylations ont été 

décrites au niveau des gènes MINT1, RIZ1 et TIMP3. La mutation de KRAS est associée avec 

la méthylation de plusieurs marqueurs MINT (Yantiss, 2013).  

 

2.4. Dépistage et diagnostic 

Le cancer colorectal est asymptomatique ou comporte des symptômes souvent non-

spécifiques : changement du transit intestinal avec constipation ou diarrhée persistantes, 

douleurs abdominales, hémorragie, anémie, altération de l’état général avec fatigue, 

amaigrissement, perte d’appétit ; ce qui fait que la maladie est découverte tardivement, 

dans un stade avancé, avec parfois une occlusion tumorale et une perforation.   

 

Dépistage 

Etant donné l’incidence et la mortalité élevée de cette maladie en France, un programme de 

dépistage du cancer colorectal est proposé depuis 2009 (Vongmany and Bousquet, 2014). Il 

s’adresse aux personnes âgées de 50 à 74 ans, à risque moyen de cancer colorectal. Le 

dépistage se réalise avec un test Hemoccult II (au gaïac), à la recherche de sang occulte dans 

les selles, avec une sensibilité de 50% et une spécificité de 98% (e-cancer.fr, 2015). En cas de 

test négatif (97 % des cas), la personne est invitée à renouveler le test deux ans plus tard. Si 

le test est positif, le médecin traitant prescrit une coloscopie pour rechercher la présence de 

lésions dans le côlon ou le rectum. Le Plan cancer 2014-2019 prévoit de remplacer le test au 

gaïac par un test immunologique, basé sur la détection de l’hémoglobine humaine dans les 

selles à l’aide d’anticorps (Vongmany and Bousquet, 2014). Ce test est plus sensible que 

celui au gaïac (Faivre et al., 2012; Oort et al., 2010; van Rossum et al., 2008, 2011; Wong et 

al., 2012), en vue de détecter notamment les lésions précancéreuses et les cancers 

débutants. La spécificité du test semble plus faible par rapport à celui au gaïac selon 

certaines études (Oort et al., 2010; Wong et al., 2012). Aux Etats Unis, la FDA (Food and drug 

administration) a donné l’accord pour l’utilisation du test Cologuard (Exact Sciences), un test 

ADN des matières fécales (2014). Il inclut une analyse moléculaire des biomarqueurs liés aux 

mutations et méthylations de l’ADN associés au cancer colorectal (mutations de KRAS et 
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méthylations de NDRG4 et BMP3) ainsi qu’une analyse immunochimique de l’hémoglobine. 

Un gène de référence, celui de la ß-actine, est utilisé pour l’estimation de l’ADN humain 

total présent. La sensibilité du test est appréciée à 92,3% (contre 73,8% pour le test 

immunologique seul) pour les lésions invasives et à 42,4% pour les lésions précancéreuses 

avancées. La spécificité du test est moins bonne par rapport au test immunologique, 

donnant un nombre important de faux positifs.  

 

Il existe d’autres modalités de screening, comme la sigmoïdoscopie flexible, le transit baryté 

double contraste, la colonoscopie, la colonoscopie virtuelle (le colonoscanner, mais pas 

encore l’IRM du côlon ni le PET). La colonoscopie reste la méthode gold standard de 

screening (Beck, 2015), et le moyen le plus sensible pour la détection des lésions festonnées 

du côlon droit, notamment si elle est associée à la chromoendoscopie, et le test ADN des 

selles est assez sensible pour le screening de ces lésions (East et al., 2015). Le coloscanner 

comporte un potentiel de screening considérable en étant une méthode non-invasive, 

mieux acceptée par la population, avec un rendement diagnostique équivalent ou même 

supérieur à une colonoscopie, et au coût moindre (Jenkinson and Steele, 2010; Plumb and 

Halligan, 2015). Les recommandations de la Société Européenne d’Endoscopie 

Gastrointestinale (ESGE) et la Société Européenne de Radiologie Gastrointestinale et 

Abdominale (ESGAR) portent sur l’utilisation du coloscanner en cas de colonoscopie 

incomplète, contre-indiquée ou impossible. Elles ne la recommandent pas comme méthode 

de screening de la population, mais uniquement individuelle, au cas par cas, avec la 

recommandation de polypéctomie endoscopique pour tout polype de diamètre ≥6 mm, en 

réservant la surveillance seulement si la polypéctomie n’est pas possible (Laghi et al., 2015).  

 

Les méthodes de screening peuvent prévenir l’apparition du cancer colorectal suite aux 

résections des polypes précancéreux et la détection du cancer dans les stades débutants. 

Aux Etats Unis, il a été noté une diminution de l’incidence du cancer colorectal et de la 

mortalité grâce aux méthodes de screening, à la réduction des facteurs de risque (comme 

par exemple la diminution du tabac) et de l’amélioration des traitements (Fedewa et al., 

2015). Néanmoins, seulement 40% des cas sont diagnostiqués en stade précoce (maladie 

localisée), pour lesquels la survie est de 90% à 5 ans (Howlader et al., 2014).  
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Grâce à la détection d’un nombre de plus en plus grand de polypes, envoyés ensuite aux 

laboratoires d’anatomie pathologique pour analyses, les coûts associés aux procédures de 

screening ont fortement augmenter ces dernières années, justifiant pleinement le besoin de 

découvrir des moyens de diagnostic in vivo des polypes de petite taille, en vue d’être 

reséqués et jetés sans analyse anatomopathologique (Wilson and Saunders, 2015). 

 

Pour les personnes à risque élevé de cancer colorectal, le suivi consiste en la réalisation 

régulière d’une coloscopie. Il s’agit des personnes ayant déjà eu un cancer colorectal ou un 

adénome de plus d’un centimètre, les personnes dont un parent du premier degré (père, 

mère, frère, sœur, enfant) a été atteint d'un cancer colorectal ou d’un adénome de plus 

d'un centimètre avant 65 ans, et celles dont deux parents ont été atteints quel que soit l'âge 

au moment du diagnostic, les personnes atteintes de maladie inflammatoire chronique de 

l'intestin étendue au moment du diagnostic et évoluant depuis plus de 10 ans (2009). 

Enfin, pour les personnes à risque très élevé de cancer colorectal, le suivi repose sur des 

consultations d’oncogénétique et la réalisation régulière de chromocoloscopies. Il s’agit des 

personnes atteintes de polypose adénomateuse familiale (PAF) ou du syndrome de Lynch 

(ou HNPCC)(2009). Le dépistage inclut également la recherche de cancers 

épidémiologiquement liés (endomètre, ovaire, grêle, uretère ou cavités excrétrices rénales) 

ainsi que d'antécédents familiaux de cancers. 

 

Diagnostic 

Il a plusieurs objectifs : de confirmer la présence d’un cancer, sa localisation et le type (le 

bilan initial) ainsi que l’étendue (son stade – le bilan d’extension) pour pouvoir ensuite 

élaborer un plan de traitement adapté.  

Il consiste en un examen clinique, un examen colorectal par rectoscopie, sigmoïdoscopie ou 

coloscopie (si incomplète en préopératoire, il faut la prévoir dans les 6 mois post-

opératoires) avec biopsie suivie d’un examen anatomopathologique, d’une échographie 

abdomino-pelvienne et une radiographie de thorax (référence) ou scanner thoraco-

abdomino-pelvien avec contraste (accord d'expert). L’opacification radiologique peut être 

envisagée seulement en cas d’occlusion aiguë, coloscopie incomplète ou problème de 

repérage (lavement aux hydrosolubles, lavement baryté ou coloscanner selon les cas et la 
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disponibilité). Parfois une IRM du foie est proposée, et dans le cas du cancer rectal, une 

échographie endorectale et/ou une IRM rectale. Des analyses de sang sont également 

réalisées, notamment pour évaluer l’état de santé général du patient (pour diagnostiquer 

une anémie par exemple) et pour le dosage de l'ACE (accord d'experts, non recommandé 

par la conférence de consensus de 1998). Plus rarement, après discussion en RCP (réunion 

de concertation pluridisciplinaire), un TEP Scan peut compléter le bilan. Lors de l’examen 

anatomopathologique de la pièce opératoire, le bilan est complété avec l’évaluation des 

ganglions à la recherche des métastases locorégionales, l’évaluation de l’envahissement 

tumoral au sein de la paroi colorectale, la présence ou non d’engainements tumoraux péri-

nerveux. Un prélèvement pour congélation est souhaitable afin de réaliser des études de 

biologie moléculaire en cas de besoin (Lecomte et al., 2011; Vongmany and Bousquet, 

2014).  

 

2.5. Polypes 

La classification OMS 7ème édition 2009 classifie les polypes coliques en trois catégories: la 

première catégorie correspond à des lésions prémalignes regroupant les adénomes 

tubuleux, villeux et tubulovilleux avec dysplasie (néoplasie intraépithéliale) de bas- et -haut 

grade ; la deuxième catégorie comprend des lésions festonnées regroupant les polypes 

hyperplasiques, les polypes/adénomes festonnés sessiles et les adénomes festonnés 

traditionnels ; et la troisième catégorie est celle des hamartomes regroupant les polypes 

associés à Cowden, les polypes juvéniles et les polypes Peutz-Jeghers.  

Les polypes les plus fréquents sont les adénomes et les polypes hyperplasiques.  

 

Les adénomes conventionnels tubuleux/villeux sont pédiculés, sessiles ou plans, classifiés 

comme tubuleux si la composante tubuleuse représente plus de 80%, villeux si la 

composante villeuse représente plus de 80% et tubulovilleux si la composante villeuse est 

de 20 à 79%. Ils peuvent être : 

- en dysplasie de bas grade quand les cellules épithéliales sont cylindriques 

comportant des noyaux ovalaires, stratifiés, ne dépassant pas les ½-¾ de la hauteur 

de l’épithélium, avec pléomorphisme nucléaire peu marqué et une persistance d’une 

mucosécrétion ;  
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- en dysplasie de haut grade avec une perte de la mucosécrétion, une stratification 

nucléaire à la partie haute de l’épithélium, un pléomorphisme nucléaire marqué avec 

risque de transformation maligne (la  séquence adénome-carcinome). Certains 

adénomes avec dysplasie de haut grade contiennent des foyers d’adénocarcinome 

intra-muqueux limités au chorion muqueux ou à la musculaire muqueuse. Ils n’ont 

pas de potentiel métastatique à cause de la paucité des canaux lymphatiques au sein 

du chorion muqueux. Ils sont donc pris en charge comme une dysplasie de haut 

grade.  

 

Selon la classification de Vienne modifiée (Stolte, 2003) on distingue 5 catégories : 1 – pas 

de néoplasie, 2 – indéfini pour néoplasie, 3 – néoplasie de bas grade, 4 – néoplasie de haut 

grade avec 4.1 – dysplasie de haut grade, 4.2 – carcinome in situ (non invasif), 4.3 – 

carcinome suspect d’être invasif, 4.4 – carcinome intra-muqueux, et 5 – carcinome infiltrant 

la sous-muqueuse.  

Certains adénomes sont classifiés par les cliniciens comme « adénomes avancés » à cause 

du risque élevé de progression vers l’adénocarcinome. Il s’agit des adénomes > 1 cm, avec 

une composante villeuse d’au moins 25% du polype, ou comportant une dysplasie de haut 

grade (Atkin et al., 1992; van Putten et al., 2011). La taille du polype doit être mesurée 

préférentiellement sur lame (Levene et al., 2015). 

L’immunomarquage est positif pour MUC2 et MUC5AC, et négatif pour MUC6 (Mochizuka et 

al., 2007). Au niveau moléculaire on retrouve les mutation inactivatrices de APC dans 80% 

des cas, mutation de KRAS dans 20% des cas, une perte d’hétérozygotie concernant MTS1 

(p16) et au niveau du chromosome 3p dans 20% des cas (Yantiss, 2013).  

Il existe également les adénomes plans, souvent inférieurs à 1cm avec dépression centrale, 

constitués d’une prolifération tubulovilleuse d’épaisseur inférieure de 2 fois la hauteur de la 

muqueuse normale. Ils ont un risque élevé de transformation maligne malgré la fréquence 

plus basse des mutations de  KRAS par rapport aux adénomes polypoïdes (Morita et al., 

2002).     

 

Le polype hyperplasique, la forme la plus fréquente des polypes festonnés (> 75%) est 

rencontré fréquemment dans le rectum et le sigmoïde. Il est souvent de taille inférieure à 
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0,5 - 1cm. Il existe trois sous-types morphologiques : micro-vésiculaire (la forme la plus 

fréquente), le type riche en cellules caliciformes et le type pauvre en mucine. Les trois 

formes sont constituées de cryptes coliques allongées, à lumière festonnée notamment vers 

la lumière, avec une dilatation de la glande à ce niveau. La partie profonde de la glande 

reste étroite, avec la présence d’une prolifération cellulaire à ce niveau. Pour la forme 

microvésiculaire, le revêtement épithélial est fait de cellules contenant des microvésicules 

de mucus, avec ou sans la présence de cellules en gobelet, avec un feston plus prononcé de 

la lumière glandulaire par rapport à la forme riche en cellules caliciformes. Pour les deux 

formes, les noyaux sont réguliers. La troisième forme, pauvre en mucines, est rare. Elle peut 

comporter un feston important au niveau des lumières glandulaires, avec des atypies de 

type régénératif des noyaux (World Health Organization and International Agency for 

Research on Cancer, 2010).  

Au niveau moléculaire, le phénotype microvésiculaire comporte fréquemment la mutation 

de BRAF (V600E) et des méthylations aberrantes. Le phénotype riche en cellules caliciformes 

comporte des mutations de KRAS (Qazi et al., 2014). Cette mutation est fréquente au niveau 

des polypes de localisation distale.  

En immunohistochimie il existe une positivité pour MUC2 (apomucine côlon-spécifique) et 

MUC5AC (mucine gastrique), et rarement pour MUC6 (en position abdominale)(Yantiss, 

2013).   

 

Les adénomes/polypes sessiles festonnés constituent environ 15-25% des polypes festonnés 

(World Health Organization and International Agency for Research on Cancer, 2010). Ils sont 

localisés au niveau du côlon droit, plus fréquemment chez les femmes et associés à la 

consommation de tabac. Ils comportent des cryptes allongées, festonnées avec une 

architecture déformée à cause des altérations notamment dans la partie proliférative des 

cryptes, localisée non pas à la base des cryptes mais vers l’un ou les deux côtés de la 

lumière, de façon asymétrique.  Les cryptes sont ainsi dilatées dans leur partie profonde, en 

prenant des formes anormales en lettres L ou T inversées, avec des aspects festonnés à ce 

niveau, parfois assez prononcés. Les noyaux peuvent être vésiculeux, avec des nucléoles 

proéminents (World Health Organization and International Agency for Research on Cancer, 

2010). Parfois le diagnostic différentiel avec un polype hyperplasique microvésiculaire peut 
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être très difficile. Certains auteurs considèrent que la présence d’une seule crypte typique 

d’adénome sessile festonné serait suffisante pour faire le diagnostic (Bettington et al., 

2014). 

Il peut exister une progression vers la dysplasie, suite à des méthylations du gène MLH1. Ces 

polypes sont donc des précurseurs pour certains adénocarcinomes sporadiques caractérisés 

par un niveau élevé d’instabilité microsatellitaire (MSI-H). Quand la dysplasie est présente, 

le polype était classifié comme polype mixte hyperplasique et adénomateux selon l’OMS en 

2009 (World Health Organization and International Agency for Research on Cancer, 2010). 

Selon certains auteurs il faudrait les considérer plutôt comme des polypes sessiles festonnés 

avec dysplasie, étant un stade intermédiaire de progression des polypes sessiles festonnés 

vers le carcinome invasif (Yantiss, 2013). La dysplasie peut être similaire à celle retrouvée 

dans les adénomes conventionnels, ou elle peut comporter des cellules plutôt cubiques, au 

cytoplasme éosinophile et aux noyaux vésiculeux, nucléolés, appelée « dysplasie 

festonnée ». Les polypes comportant ce type de dysplasie sont désignés polypes 

adénomateux sessiles avec dysplasie cytologique. Ils peuvent être plus agressifs que les 

adénomes conventionnels (World Health Organization and International Agency for 

Research on Cancer, 2010) 

Sur le plan moléculaire, au niveau des zones dysplasique on observe une perte de MLH1 en 

immunohistochimie (IHC) avec phénotype MSI, mutation de BRAF dans 40-89% et de KRAS 

dans > 10% des cas. Selon certains auteurs, ces polypes comportent fréquemment le CIMP 

(CpG island phénotype méthylateur)(Batts, 2015). 

En immunohistochimie ils sont positifs pour MUC2, MUC5AC et MUC6 (Yantiss, 2013).  

 

Les adénomes festonnés traditionnels sont retrouvés partout dans le côlon mais notamment 

au niveau du sigmoïde et rectum. Ils sont rares (1-2%). La plupart sont sporadiques mais 

peuvent être rencontrés dans les polyposes festonnées/hyperplasiques.  

Sur le plan histologique ils comportent des similitudes avec le polype hyperplasique mais 

avec présence simultanée dans les mêmes glandes d’aspects adénomateux avec dysplasie 

de bas grade (plus fréquemment)/haut grade (plus rarement). Il existe des similitudes avec 

les polypes sessiles avec dysplasie et avec certains adénomes traditionnels avec architecture 

festonnée. Pour les adénomes festonnés traditionnels, l’architecture est souvent villeuse. 
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Les villosités sont bordées par des cellules cylindriques hautes, au cytoplasme éosinophile et 

aux noyaux allongés, appelées cellules « dysplasiques », assez caractéristiques. Mais les 

mitoses sont rares. Ces cellules semblent être plutôt sénescentes que dysplasiques (World 

Health Organization and International Agency for Research on Cancer, 2010). Cependant, il 

peut y avoir une vraie dysplasie de type adénomateux ou festonnée, témoignant d’une 

progression vers le cancer. Le critère permettant de différencier ce type d’adénome d’un 

polype hyperplasique ou d’un polype/adénome sessile festonné, est plutôt la présence des 

foyers de cryptes aberrantes. Ce critère n’est pas suffisant pour le différencier d’un 

adénome traditionnel villeux/tubulovilleux qui peut présenter des FCA et plus rarement des 

cellules au cytoplasme éosinophile (Hafezi-Bakhtiari et al., 2015). Les FCA au sein d’un 

adénome peuvent donner des aspects d’invaginations plutôt ondulées, différentes des 

aspects festonnés observées dans les adénomes festonnés traditionnels, qui comportent 

des fentes profondes conduisant à des frondes larges vers la lumière des glandes et aux 

festons aux sommets plutôt plats, avec des aspects en puzzle, associant une bordure en 

brosse en surface, similaire à la muqueuse intestinale grêle.  

 En immunohistochimie ils sont positifs pour MUC2 et MUC5AC, et négatif pour MUC6 

(Yantiss, 2013). Sur le plan moléculaire on retrouve la mutation d’APC dans 13-20% des cas, 

de KRAS dans 70% des cas, de CIMP dans 43-90% des cas, et plus rarement la méthylation 

du promoteur de MGMT et des mutations de BRAF.  

 

Polypes hamartomateux 

Les polypes juvéniles peuvent être sporadiques, diagnostiqués chez l’enfant. Ils sont 

constitués de glandes dilatées d’aspect kystique contenant du mucus, et bordées par un 

épithélium d’aspect réactionnel, avec très rarement des foyers de dysplasie associée. Les 

glandes se disposent dans un stroma abondant, œdémateux, infiltré par des éléments 

inflammatoires avec présence d’un tissu de granulation.  

 

Les polypes de Peutz-Jeghers sont localisés plus fréquemment au niveau de l’intestin grêle. 

Ils sont rencontrés dans le syndrome de Peutz-Jeghers.  
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Les polypes/pseudo-polypes inflammatoires sont des lésions réactionnelles comportant des 

glandes déformées, au revêtement épithélial régénératif, dans un chorion inflammatoire 

avec présence de tissu de granulation et de remaniements fibreux et parfois la présence de 

fibres musculaires lisses provenant de la musculaire muqueuse. Ils sont retrouvés dans 

diverses maladies inflammatoires comme la maladie de Crohn, la rectocolite hémorragique, 

les diverticulites, la schistosomiase.  

 

Les syndromes polyposiques 

Une polypose est suspectée si plus de 15 polypes adénomateux colorectaux synchrones ou 

métachrones sont mis en évidence. L’identification de polypes adénomateux du tractus 

digestif supérieur est un argument supplémentaire en faveur de l’analyse génétique. Sur le 

plan génétique, les altérations de deux gènes ont été reconnues comme responsables du 

phénotype dans le cas de polypes dysplasiques : le gène APC, qui est responsable d’une 

transmission autosomique dominante de la maladie et le gène MYH, qui est responsable 

d’une transmission autosomique récessive de la maladie. Il peut exister dans les deux cas 

des formes atténuées de polypose de diagnostic plus difficile. Dans les deux cas, des 

manifestations extra-coliques bénignes et malignes peuvent être responsables d’une 

morbidité importante (tumeur desmoïde et tumeur duodénale)(Lecomte et al., 2011). 

L’indication d’une analyse génétique (accord d’experts) concerne les patients ayant (1) plus 

de 15 polypes adénomateux colorectaux synchrones ou métachrones, ou (2) une polypose 

floride (avec plus de 100 polypes). Dans ce deuxième cas, s’il existe une atteinte d’individus 

de génération successive ou de tumeur desmoïde, l’analyse débutera par la recherche d’une 

mutation APC, sinon l’analyse débutera par la recherche d’une mutation MYH (Lecomte et 

al., 2011). 

 

La polypose adénomateuse familiale 

C’est une maladie à transmission autosomique dominante, avec présence de 

centaines/milliers de polypes adénomateux et évolution vers un adénocarcinome dans 

100% des cas. Au niveau des polypes on retrouve la mutation du gène APC. La maladie 

associe souvent des polypes glandulo-kystiques gastriques, des adénomes du duodénum et 

de l’intestin grêle.  
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Une variante de la maladie est le syndrome de Gardner qui associe des kystes épidermiques, 

des ostéomes, des anomalies dentaires et/ou des tumeurs desmoïdes.  

Une autre variante est le syndrome de Turcot avec association de tumeurs cérébrales 

(médulloblastomes). 

 

Il existe une forme atténuée avec environ 30 polypes.  

Cette polypose est le précurseur de moins d’1% des cancers colorectaux, avec apparition 

des adénomes dans les décades 2-3 (à l’âge de 15 ans environ) et de cancers à l'âge de 40 

ans (mais 1-6% à 21 ans).  

La prise en charge inclut un test génétique, le screening dès l’âge de 10-15 ans. Si des 

adénomes sont observés, il y a un suivi par coloscopie tous les ans/2 ans avec colectomie en 

cas de transformation maligne et surveillance post chirurgicale. En absence de test 

génétique le screening s’effectue tous les ans/2 ans jusqu’à l’âge de 40 ans. Au niveau 

moléculaire il existe des anomalies de KRAS et TP53.  

 

 

La polypose associée à MUTYH 

C’est une maladie de transmission autosomique récessive (AR) comportant 10-100 polypes 

coliques, avec évolution vers un cancer. Il peut associer des polypes au niveau gastrique et 

intestin grêle, ainsi que des manifestations extra-intestinales (avec une certaine 

superposition avec le syndrome de Lynch notamment pour les tumeurs des glandes 

sébacées). La maladie est suspectée devant une polypose négative pour la mutation 

germinale du gène APC et un pattern de transmission AR.  

Histologiquement, les polypes sont notamment des adénomes, mais il peut y avoir aussi des 

polypes hyperplasiques ou des polypes/adénomes sessiles festonnés.  

 

Les polyposes festonnées (hyperplasiques) sont définies par plusieurs critères: (1) au moins 5 

polypes festonnés de localisation proximale par rapport au sigmoïde, dont au moins deux de 

taille > 1 cm ou (2) 20 (ou plus) de polypes festonnés de toute taille mais disséminés au 

niveau du côlon  ou  (3) un nombre non défini de polypes festonnés de localisation 
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proximale par rapport au sigmoïde si un parent de premier degré est atteint de polypose 

festonnée (hyperplasique). 

Histologiquement, la plupart des polypes sont des polypes/adénomes sessiles festonnés, et 

plus rarement des polypes hyperplasiques de type microvésiculaire, souvent de taille plus 

grande que les polypes hyperplasiques sporadiques. Avec le temps il y a une évolution vers 

la dysplasie et le cancer. Parfois, la dysplasie peut intéresser toute la surface du polype, sans 

être de vrais adénomes traditionnels.  

 

Syndrome de Lynch (cancer colique héréditaire non polyposique) 

Il s’agit d’un syndrome de prédisposition au cancer à transmission autosomique dominante. 

Il est à l’origine de 3-5% des cancers colorectaux, avec un âge moyen au diagnostic de 45-50 

ans, et la présence des cancers synchrones ou métachrones chez 18% des patients.  

Les critères diagnostiques reposent sur les critères d’Amsterdam II: soit au moins 3 sujets 

atteints de cancers du spectre HNPCC (côlon-rectum, endomètre, ovaire, grêle, uretère ou 

cavités excrétrices rénales) dont 1 uni aux 2 autres au premier degré, soit au moins 2 

générations successives concernées soit au moins 1 cancer diagnostiqué avant l'âge de 50 

ans avec les tumeurs vérifiées par examen anatomopathologique (Lecomte et al., 2011). 

Les formes incomplètes sont fréquentes. La conférence d’expertise collective française a 

retenu des critères cliniques élargis nécessitant la prescription d’une consultation 

d’oncogénétique d’emblée pour les personnes ayant deux parents atteints par un cancer du 

spectre dont un avant l'âge de 50 ans, pour les malades ayant un antécédent personnel de 

cancer du spectre HNPCC, pour les patients de moins de 40 ans, ou en cas de présence 

d'une instabilité microsatellitaire chez un patient de moins de 60 ans ou quel que soit l'âge 

en cas d'antécédent au 1er degré d'un cancer du spectre HNPCC. En cas d'extinction de 

MLH1, la recherche de la mutation de BRAF V600E est recommandée. Si celle-ci est 

présente, il n'est pas nécessaire de réaliser un séquençage des gènes MMR. En l'absence de 

la mutation BRAF V600E ou d'emblée en cas d'extinction de MSH2 ou MSH6 un séquençage 

des gènes MMR peut être proposé. Cette altération sera recherchée par une prise de sang 

(Lecomte et al., 2011). 

Une variante de la maladie est le syndrome de Turcot qui associe des cancers au niveau 

endométrial, uretère/bassinet, gastrique, intestin grêle, ovarien, cérébral (glioblastomes).  
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Une autre variante est le syndrome de Muir-Torre avec des tumeurs des voies 

hépatobiliaires et des tumeurs sébacées.  

 

Le syndrome de Peutz-Jeghers est un syndrome de cancer héréditaire caractérisé selon 

l’OMS par une pigmentation cutanée et des muqueuses ainsi qu’une polypose 

hamartomateuse gastro-intestinale prédominante au niveau de l’intestin grêle. Il existe 

également un risque élevé pour les cancers ovariens, du col utérin, testiculaires, 

pancréatiques et mammaires.  

Sur le plan histologique, le polype de Peutz-Jeghers est constitué d’un axe central 

arborescent de tissu musculaire lisse, recouvert par la muqueuse souvent repliée donnant 

un aspect villositaire.  Les lésions adénomateuses au sein d’un polype de Peutz-Jeghers sont 

très rares.  

  

La polypose juvénile comporte des polypes faits de moins de stroma et des glandes de taille 

plus petites qu’au niveau des polypes sporadiques. Il existe un risque élevé de développer 

un cancer.  

 

Le syndrome de Cowden (Syndrome des tumeurs hamartomateuses PTEN) est un syndrome 

de transmission autosomique dominante caractérisé par de multiples hamartomes 

développés à partir de toutes les trois couches germinales, dont le plus caractéristique est le 

trichilemmome. Il existe un risque élevé pour des carcinomes mammaires et thyroïdiens. Le 

syndrome apparaît suite à une mutation de la lignée germinale du gène PTEN (phosphatase 

and tensin homologue) ou des sous-unités B ou D du complexe déshydrogénase (SDHB ou 

SDHD). Au niveau du tube digestif on retrouve des polypes au niveau gastrique, duodénal, 

intestin grêle et côlon, mesurant de 3 – 10 mm jusqu’à 2 cm.  

Sur le plan histologique, les polypes hamartomateux ressemblent aux polypes juvéniles, 

comportant des glandes normales ou allongées, bordées d’un épithélium régulier, et associé 

parfois à des lésions lipomateuses, des ganglioneuromes et une hyperplasie lymphocytaire.  
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2.6. Classification du cancer colorectal 

En macroscopie, il peut avoir soit l’aspect de polype sessile, pédiculé ou plan, soit de 

carcinome infiltrant exophytique, bourgeonnant ou endophytique, infiltrant. En cas d’aspect 

polypoïde, il peut être parfois de taille infracentimétrique, ce qui rend le diagnostic de 

malignité difficile en endoscopie (Bugajski et al., 2015).  

 

En microscopie on observe soit un polype dégénéré soit une lésion entièrement tumorale. 

Plus de 90% des carcinomes colorectaux sont des adénocarcinomes (International Agency 

for Research on Cancer and World Health Organization, 2008). Ils sont constitués d'une 

prolifération de cellules tumorales s'organisant sous forme de glandes de tailles variées, 

souvent fusionnées, et bordées de cellules tumorales stratifiées comportant des atypies et 

des mitoses. Les glandes se trouvent au sein d'un stroma fibreux, inflammatoire. Les cellules 

peuvent s'organiser aussi sous forme de plages, de travées ou de cellules indépendantes. 

Traditionnellement, selon la classification des tumeurs du système digestif faite par l’OMS, 

les adénocarcinomes coliques ont été gradés en bien-, moyennement, peu- et indifférencié 

selon le pourcentage de la composante glandulaire : bien différencié avec ≥95% structures 

glanduliformes, modérément différencié avec 50 à 95% de structures glanduliformes et peu 

différencié avec <50% de structures glanduliformes. Un nouveau schéma classe les 

adénocarcinomes coliques en bas-grade qui regroupe les formes bien- et moyennement 

différenciées, et haut grade qui correspondent aux formes peu différenciées. Le grade 

s'applique uniquement aux formes "Adénocarcinomes NOS (no otherwise specified)". En 

dehors de cette forme "classique", il existe plusieurs variantes histopathologiques 

d'adénocarcinome colique (World Health Organization and International Agency for 

Research on Cancer, 2010). 

L'adénocarcinome mucineux est défini par la présence d'une composante mucineuse 

majoritaire de plus de 50% faite de plages de mucus extracellulaire qui englobe des glandes 

ou des plages de cellules tumorales, ou des cellules tumorales isolées y compris les cellules 

en bague à chaton. 

L'adénocarcinome à cellules en bague à chaton est défini par la présence d'une composante 

mucineuse majoritaire de plus de 50% faite de plages de cellules comportant du mucus 

intracellulaire abondant qui refoule le noyau en périphérie de la cellule. Elles peuvent être 
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englobées au sein des plages de mucus où elles peuvent être infiltrantes, de façon diffuse, 

avec peu de mucines extracellulaires.  

Le carcinome médullaire est constitué de plages de cellules tumorales comportant des 

noyaux vésiculeux, avec des nucléoles proéminents et un cytoplasme éosinophile abondant. 

Les plages tumorales sont infiltrées par de nombreux lymphocytes.  

L'adénocarcinome festonné (serrated) est une variante rare, constitué de glandes à lumière 

festonnée avec des zones mucineuses, cribriformes, ou trabéculaires associées, et un 

rapport nucléo-cytoplasmique élevé.   

 

Stadification des tumeurs 

La tumeur, développée initialement au niveau de la muqueuse, envahit les différentes 

couches de la paroi colique avec une extension directe au niveau du péritoine et une 

dissémination dans la cavité péritonéale (carcinose péritonéale) ou avec une extension 

directe au niveau des tissus péri-rectaux tels que le vagin ou la vessie urinaire. La 

dissémination au niveau d’autres organes peut se faire soit par contiguïté à travers le 

péritoine suite à des adhérences tumorales avec les organes voisins, soit par voies sanguine 

ou lymphatique, assez tôt au cours du développement du cancer, conduisant à des 

métastases ganglionnaires et à une maladie systémique. La dissémination par voie 

lymphatique nécessite le dépassement de la musculaire muqueuse et l’envahissement de la 

sous-muqueuse. Ainsi la classification de la tumeur prend en compte l’envahissement 

tumoral au niveau de la paroi colique et des organes voisins par contiguïté (T), 

l’envahissement ganglionnaire (N) et les métastases à distance (M). Le Tableau 1 reprend la 

classification TNM selon l’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) 4ème édition (World 

Health Organization and International Agency for Research on Cancer, 2010).       
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Tableau 1: Classification TNM selon l’OMS 7ème édition 2009 (WORLD HEALTH ORGANIZATION 

AND INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2010) 
 

T - Tumeur primitive 

Tx  Renseignements insuffisants pour classer la 

tumeur primitive 

T0  Pas de signe de tumeur primitive  

Tis Carcinome in situ : intra-épithélial ou 

envahissant le chorion muqueux 

T1  Tumeur envahissant la sous-muqueuse 

T2  Tumeur envahissant la musculeuse 

T3  Tumeur envahissant la sous-séreuse ou les 

tissus péri-coliques ou péri-rectaux non 

péritonisé  

T4  Tumeur envahissant directement les autres 

organes ou structures et/ou perforant le 

péritoine viscéral  

  T4a Tumeur perforant le péritoine viscéral 

  T4b Tumeur envahissant directement les 

autres organes ou structures 

 

N – Adénopathies régionales 

Nx  Renseignements insuffisants pour classer 

les adénopathies régionales 

N0  Pas de métastase ganglionnaire régionale 

N1  Métastase dans 1 à 3 ganglions 

lymphatiques régionaux 

  N1a Métastase dans 1 ganglion lymphatique 

régional 

  N1b Métastase dans 2 à 3 ganglions 

lymphatiques régionaux 

  N1c Dépôts tumoraux satellites dans la sous-

séreuse ou dans le tissu péri-colique ou péri-

rectal non péritonisé sans métastase 

ganglionnaire régionale 

N2  Métastase dans 4 ou plusieurs ganglions 

lymphatiques régionaux 

  N2a Métastase dans 4-6 ganglions 

lymphatiques régionaux 

  N2b Métastase dans 7 ou plusieurs ganglions 

lymphatiques régionaux 

M – Métastases à distance 

M0  Pas de métastase à distance 

M1  Présence de métastase(s) à distance 

   M1a Métastase localisée à un seul 

organe (foie, poumon, ovaire, ganglion(s) 

lymphatique(s) autre que régional) 

   M1b Métastase dans plusieurs organes 

ou métastases péritonéales 

Classification  

Stade                                               

Stade 0                                      
 

Stade I                                 
 

Stade II                                                

    Stade IIA      

    Stade IIB 

    Stade IIC     
 

Stade III       

    Stade IIIA   

 
    

    Stade IIIB    

 

 
    

    Stade IIIC    

 

 
 

Stade IV 

    Stade IVA     

    Stade IVB    

 

T 

Tis 
 

T1, T2 
 

T3, T4 

T3                                 

T4a                                     

T4b   
 

tous T          

T1, T2   

T1    
 

T3, T4a                       

T2, T3  

T1, T2                  
 

T4a 

T3, T4a 

T4b 
 

Tous T 

tous T    

tous T                                 

 

 

N 

N0 
 

N0 
 

N0 

N0 

N0 

 N0   
 

N1, N2       

N1 

N2a 
 

N1 

N2a 

N2b 
 

N2a 

N2b 

N1, N2       
 

Tous N 

tous N  

tous N            

 

M 

M0 
 

M0    
 

M0 

M0 

M0 

M0 
 

M0 

M0 

M0 
 

M0 

M0 

M0 
 

M0 

M0 

M0 
 

M1 

M1a 

M1b 

 

Précisions sur la classification TNM: 

L’envahissement de la sous-muqueuse est divisé par certains auteurs en T1sm1, sm2 ou 

sm3, selon que la tumeur envahit jusqu’au niveau du tiers supérieur, moyen ou inférieur de 
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la sous-muqueuse (Kikuchi et al., 1995; Kudo, 1993). Cette évaluation est difficile en dehors 

des pièces opératoires en raison de l’absence de la musculeuse, de la fragmentation du 

prélèvement ou sa forme polyploïde. D’autres auteurs proposent dans ces cas la limite de 

1000 µm à partir de la musculaire muqueuse pour stratifier les cas nécessitant une simple 

surveillance ou un traitement chirurgical complémentaire (Watanabe et al., 2012).  

L’examen d’au moins 12 ganglions régionaux est recommandé par l’UICC et l’AJCC. Quel que 

soit le stade le pronostic est d’autant meilleur que le nombre de ganglions prélevés et 

analysés est grand car en lui-même c’est un facteur de pronostic.  

Concernant le stade pN1c il existe des réticences liées 1) à l’absence de données montrant 

un bénéfice du traitement adjuvant lorsque ces dépôts tumoraux sont identifiés, 2) à 

l’absence d’étude de reproductibilité pour les identifier, 3) à l’hétérogénéité de ces lésions 

intégrant potentiellement une extension discontinue de la tumeur, une extension 

extravasculaire d’une invasion veineuse ou lymphatique, un ganglion lymphatique 

totalement remanié et non identifiable, ou une infiltration périneurale, tous associés 

cependant à un risque élevé de récidive (HR : 1,96)(Lecomte et al., 2011). 

 

2.7. Evolution, pronostic et facteurs prédictifs 

Sans traitement, le cancer colorectal évolue vers le décès du patient. Pour l’ensemble des 

cancers colorectaux, tous stades confondus, le taux de survie à 5 est d’environ 56% et à 10 

ans de 50%. De nombreux facteurs influencent le pronostic du cancer colorectal. Le plus 

important est le stade du cancer au moment du diagnostic avec les meilleures chances de 

guérison pour ceux découverts à un stade précoce. D’autres facteurs qui influencent le 

pronostic sont liés à la morphologie de la tumeur, l’âge du patient, son état de santé 

général, la réponse aux traitements.  Certains types de tumeurs ont un pronostic meilleur 

que d’autres. C’est le cas des carcinomes MSI-H qui ont un meilleur pronostic et souvent 

une microscopie suggestive (stroma riche en lymphocytes, présence d’un type mucineux ou 

à cellules indépendantes, aspect médullaire, haut grade, nécrose tumorale basophile), avec 

une localisation au niveau du côlon droit. Néanmoins, on note un pronostic péjoratif pour 

les patients de phénotype MSI qui associent une obstruction intestinale ou des embolies 

vasculaires (Tougeron et al., 2015). 
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Les formes tumorales avec un pronostic plus péjoratif sont aussi les carcinomes à cellules 

indépendantes ou les tumeurs comportant un pattern infiltratif du front d’expansion avec la 

présence de bourgeons tumoraux, une architecture micro-acinaire, les formes peu 

différenciées et les formes mucineuses en absence de MSI-H (World Health Organization 

and International Agency for Research on Cancer, 2010), la présence d’engainements 

tumoraux péri-nerveux, la présence de cellules tumorales circulantes dans le cas du cancer 

métastatique mais aussi non-métastatique (Bork et al., 2015), cellules qui peuvent 

constituer un marqueur utile pour suivre la maladie résiduelle post-traitement (Bork, 2014).   

Au niveau moléculaire, un pronostic péjoratif est lié aux mutations KRAS, BRAF, 18q, PIK3CA 

(avec perte d’expression PTEN) ou surexpression de CD133 (marqueur de cellule souche), 

ostéoponine, CXCL. Au contraire, une surexpression d’EGFR ainsi qu’une expression des 

ligands épi- et amphiréguline sont des facteurs prédictifs positifs.  

 

Un problème qui se pose est lié à l’hétérogénéité intra-tumorale avec présence fréquente 

de signatures moléculaires différentes entre le centre et la périphérie de la tumeur 

(Kosmidou et al., 2014). Cette hétérogénéité tumorale est responsable des discordances 

observées entre l’expression des biomarqueurs au sein de la tumeur et au niveau des 

cellules tumorales circulantes (Raimondi et al., 2014), et peut également expliquer la 

résistance contre les thérapies ciblées. Il apparaît de plus en plus évident que chaque 

tumeur est unique en termes de composition moléculaire, microenvironnement tumoral et 

interactions entre les cellules tumorales et les cellules de l’hôte (Ogino et al., 2012) 

influençant leur pronostic et l’approche thérapeutique par une médicine personnalisée.  

 

 

2.8. Traitement 

Le traitement du cancer colorectal peut avoir comme objectif soit la guérison en supprimant 

toutes les cellules tumorales et en réduisant le risque de récidive, soit une stabilisation de la 

maladie en empêchant le cancer de se développer et de disséminer, soit juste un objectif 

palliatif pour améliorer le confort et la qualité de vie du patient en traitant les complications 

et les symptômes (notamment la douleur).  
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Les moyens de traitement disponibles sont la chirurgie, la radiothérapie (pour les cancers du 

rectum), la chimiothérapie et les thérapies ciblées. Ils peuvent être utilisés seuls ou en 

association, avec un traitement principal et un traitement adjuvant.  

Le traitement principal du cancer du côlon est la chirurgie, qui a pour but d’enlever la 

tumeur et les ganglions locorégionaux correspondants. Il faut avoir en principe une marge 

saine distale et proximale d’au minimum 5 cm sur pièce fraiche, et effectuer une exérèse en 

bloc du mésocolon avec repérage du pédicule vasculaire (pour les tumeurs de la charnière 

recto-sigmoïdienne il faut enlever 5 cm de mésorectum sous le pôle inférieur de la 

tumeur)(Lecomte et al., 2011).   

 

La chimiothérapie détruit ou empêche la multiplication de cellules tumorales par voie 

médicamenteuse systémique, en ayant des effets indésirables sur les tissus sains de 

l’organisme.  

 

Les thérapies ciblées en revanche utilisent des anticorps monoclonaux agissant notamment 

sur les cellules cancéreuses, en limitant les dommages causés aux cellules normales du 

corps, et réduisent ainsi les effets secondaires.  

Depuis 1995 et jusqu’à 2005, le nombre de molécules efficaces a augmenté d’un (5 

fluorouracil) à sept (5-FU, capecitabine, oxaliplatine, irinotecan – chimiothérapie, et 

bevacizumab, cetuximab, panitumumab – thérapie ciblée).  

 

Le suivi après traitement a pour objectifs de détecter les signes de récidive pour les traiter 

rapidement, de détecter l’apparition de nouveaux polypes ou d’un nouveau cancer, de 

prévenir et traiter les effets indésirables liés aux traitements et d’assurer au patient la 

meilleure qualité de vie possible après les traitements. 

 

En pratique 

Les référentiels pour la région Nord-Pas-de-Calais datent de décembre 2007 pour le cancer 

du côlon non métastatique et de mars 2008 pour le cancer du côlon métastatique (Onco 

Nord Pas-de-Calais) alors que les référentiels du Thesaurus National de Cancérologie 

Digestive (TNCD) © ont été réactualisées en 2011 pour le cancer du côlon non métastatique 
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(Lecomte et al., 2011), en 2014 pour le cancer colorectal métastatique (Phelip et al., 2014) 

et en 2013 pour le cancer rectal (Gérard et al., 2013). Les référentiels utilisés dans ce 

chapitre sont ceux du TNCD.  

Les tumeurs de stade I sont traitées par chirurgie seule. Pour les lésions avec foyers de 

carcinomes sous muqueux, la résection endoscopique est considérée comme suffisante 

uniquement en cas d’envahissement sous muqueux superficiel (<1000 μm si sessile et 1/3 

supérieur du pied si pédiculé) et si la pièce de polypectomie présente l’ensemble des 

critères de sécurité : limite de résection saine, absence de foyer de carcinome indifférencié, 

absence d’embolie vasculaire ou lymphatique et marge de sécurité > 1mm (accord 

d’experts). 

 

Les tumeurs de stade II sont traitées par chirurgie avec ou sans chimiothérapie adjuvante 

(discutée cas par cas) avec une association 5FU (5 FluoroUracil)-Acide folinique. La 

détermination du statut microsatellitaire stable (MSS) ou instable (MSI) de la tumeur est 

devenue indispensable pour poser l’indication d’une chimiothérapie adjuvante pour un 

patient opéré d’un cancer de stade II avec facteurs de mauvais pronostic car d’une part les 

tumeurs MSI de stade II sont un excellent pronostic et d’autre part la chimiothérapie 

adjuvante à base de 5FU semble même avoir un effet délétère sur la survie en cas de 

tumeur MSI de stade II. Pour les tumeurs MSS de stade II de mauvais pronostic il n’y a pas 

de référence à ce jour.  

 

Les tumeurs de stade III nécessitent une chimiothérapie adjuvante post-opératoire par 

FOLFOX 4 ou XELOX (avec l’arrêt de l’oxaliplatine en cas de certains effets indésirables 

toxiques) ou par fluoropyrimidine seule en cas de sujets de plus de 70 ans.  

Quant à la thérapie ciblée, plusieurs études de phase III évaluant les thérapies ciblées 

(bevacizumab et cétuximab) en association à la chimiothérapie (fluoropyrimidine + 

oxaliplatine) sont négatives. 

 

Les tumeurs de stade IV : en cas des tumeurs hépatiques résécables, la chimiothérapie 

adjuvante se fait selon le protocole FOLFOX 4 pré- et post-opératoire, et les tumeurs 
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hépatiques sont en général opérées 3 mois après la chirurgie du côlon. En cas de métastases 

pulmonaires, elles seront réséquées 2-3 mois après les tumeurs hépatiques.  

La chimiothérapie palliative peut se faire soit par une polychimiothérapie (bithérapie +/- 

biothérapie) ou par une monothérapie (LV5FU2 ou xeloda +/- biothérapie) avec 

intensification en cas de progression. 

Les tumeurs MSI-H ont une réponse faible au traitement avec le 5-FU et l’oxaliplatine, en 

étant en revanche sensibles à l’irinotecan.  

Les thérapies ciblées sont utilisées en association avec de la chimiothérapie. Trois 

médicaments sont principalement utilisés : le bevacizumab (Avastin®), le cetuximab 

(Erbitux®) et le panitumumab (Vectibix®). Le premier a un effet anti-angiogénique alors que 

les deux derniers agissent contre le récepteur EGF. La détermination du statut mutationnel 

des gènes RAS de type sauvage (exons 2, 3 et 4 des gènes KRAS et NRAS) est necessaire 

avant d’instaurer ce type de traitement dans les cancers colorectaux métastatiques. Les 

mutations KRAS et BRAF sont en général mutuellement exclusives. Les inhibiteurs de BRAF 

(Vemurafenib) utilisés dans le mélanome malin métastatique ne sont pas encore utilisés 

dans le carcinome colorectal.  

 

Pour les tumeurs rectales, une chimioradiothérapie préopératoire est recommandée pour 

les cancers T3-T4 du moyen et bas rectum, et aussi en cas de tumeur non résécable du haut 

rectum. Elle peut rendre résécables des tumeurs initialement non résécables. Les indications 

pour une chimiothérapie adjuvante des tumeurs du haut rectum sont les mêmes que pour 

les tumeurs coliques. Pour les cancers du bas et moyen rectum de stade II ou III il peut y 

avoir soit une surveillance soit une chimiothérapie. En cas de stade IV avec métastases 

résécables ou non, il n’existe pas de standard reconnu de façon unanime.  
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3. Le mucus intestinal 

 

Le mucus intestinal est un gel viscoélastique qui couvre la surface de la muqueuse colique, 

et qui va jouer plusieurs rôles dont la protection mécanique de l’épithélium, la lubrification, 

un rôle de barrière chimique contre les molécules potentiellement nocives, un rôle dans 

l’interaction entre l’hôte et le microbiote, ou encore une régulation du mouvement des 

molécules vers les cellules absorbantes(Yildiz et al., 2015)Hasan M. Yildiz et al., “Mucus 

Barriers to Microparticles and Microbes Are Altered in Hirschsprung’s Disease,” 

Macromolecular Bioscience, February 2, 2015, doi:10.1002/mabi.201400473.. Il est 

constitué des mucines secrétées par les cellules caliciformes (environ 5% de sa 

composition), de l’eau et des électrolytes (Na+, Ca2+, K+, autres), des protéines (en particulier 

des immunoglobulines IgA, IgM et IgG), ainsi que des débris cellulaires provenant des 

cellules épithéliales desquamées. Il est organisé en 2 couches de mucus : une partie 

insoluble dans l’eau, plus dense, adhérant à la surface épithéliale au-dessus du glycocalyx, et 

une couche plus lâche, visqueuse, hydrosoluble, plus hydratée, constamment renouvelée, 

située vers la lumière colique, au contact direct avec son contenu. Les deux couches sont 

constituées principalement de MUC2, la mucine majoritairement secrétée dans l’intestin. 

Elle subit un clivage protéolytique dans la couche superficielle, en lui conférant plus de 

volume grâce à une hydratation importante. Cette couche est colonisée par les micro-

organismes commensaux ou pathogènes.  

 

3.1. Structure des mucines 

Les mucines coliques synthétisées par les cellules caliciformes entrent dans la composition 

du mucus. Elles sont responsables de ses propriétés rhéologiques et d’une partie de ses 

propriétés biochimiques. Elles sont très hétérogènes, avec de très hautes masses 

moléculaires, pouvant atteindre plusieurs millions de daltons (Dekker et al., 2002; Lindén et 

al., 2008; Porchet and Aubert, 2004). Le terme de « mucine » a été initialement associé aux 

glycoprotéines secrétées, formant un gel de mucus. Ultérieurement, il a été utilisé pour 

désigner aussi d’autres glycoprotéines membranaires et secrétées qui ne forment pas de 

gel. Les mucines sont des glycoprotéines de grande taille, constituées d’un axe peptidique 

appelé apomucine et codé par la famille des gènes MUC (Porchet and Aubert, 2004), auquel 
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se lient de multiples chaînes glycaniques différentes. L’axe peptidique est composé (jusqu’à 

50%) de séquences répétées en tandem appelées « tandem repeat » (TR) ou régions PTS 

(régions riches en proline, sérine et thréonine), localisées dans la partie centrale de 

l’apomucine (Hollingsworth and Swanson, 2004). Ces régions comportent des sites 

potentiels de O-glycosylation au niveau des résidus de sérine et thréonine, auxquels 

s’attachent les chaînes glycaniques. Les résidus de proline facilitent la O-glycosylation de 

type O-GalNAc (N-acétylgalactosamine), la GalNAc étant le premier résidu de 

monosaccharide greffé sur un acide aminé hydroxylé de l’axe peptidique. Les mucines 

peuvent comporter des centaines de O-glycanes attachés aux régions VNTR (Variable 

Number of Tandem Repeat), conférant au peptide une conformation en « écouvillon » (Fig 

4) . 

  

Figure 4. Modèle simplifié d’une mucine secrétée. 

La région centrale riche en sérine, thréonine et proline est largement O-glycosylée. Des 

centaines de O-glycanes peuvent être attachés aux résidus de sérine ou thréonine des 

domaines VNTR. Les régions riches en cystéine (Cys rich) sont impliquées dans la formation de 

ponts disulfures intra et interchaînes, formant des polymères de plusieurs millions de daltons 

(VARKI, 2009) 

 

Les différentes mucines se différencient les unes des autres par la taille, le nombre et la 

séquence des unités de répétition. Lorsque leur taille dépasse quelques kilobases, il apparaît 

un polymorphisme génétique interindividuel de type VNTR (Variable Number of Tandem 

Repeat), avec un nombre variable de répétitions d’un sujet à l’autre, dû à une instabilité des 

répétitions au cours des générations.   

Les mucines sont groupées en 3 classes : (1) secrétées formant un gel (MUC2, MUC5B, 

MUC5AC, MUC6, MUC19), (2) secrétées ne formant pas de gel (MUC7) et (3) membranaires 

(MUC1, MUC3A/B, MUC4, MUC12, MUC13, MUC15, MUC16, MUC17, MUC20, MUC21) 

(Figure 5, Tableau 2). Au niveau du côlon, on retrouve essentiellement MUC2, et en moindre 
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mesure MUC5AC, MUC6, MUC5B (parmi les mucines secrétées) et MUC1, MUC3A/B, MUC4, 

MUC12, MUC13, MUC15, MUC16, MUC17 (parmi les mucines membranaires).  

 

Figure 5. Caractéristiques structurales des mucines. 

Les mucines membranaires jouent un rôle important dans les interactions cellules/cellules et 

cellules/ matrice extracellulaire ainsi que dans la transduction des signaux. Elles sont constituées 

d’un long domaine extra-cellulaire, d’un domaine hydrophobe intra-membranaire et d’une queue 

cytoplasmique courte. Les mucines secrétées participent à la formation du gel de mucus et 

constituent une barrière physiologique protectrice pour l’épithélium sous-jacent contre les 

agressions mécaniques (Yonezawa et al., 2011).  

C-rich - domaine riche en cystéine ; CT - domaine de la queue cytoplasmique ; DM – domaine 

comportant une homologie avec le domaine de dimérisation du facteur von Willebrand ; EGF – 

domain facteur de croissance épidermique like ; SEA – sea-urchin-sperm protein-enterokinase-agrin ; 

TM – domaine transmembranaire ; TR – région de répétitions en tandem 

 

Mucines membranaires Mucines secrétées 
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Tableau 2 : Caractéristiques des mucines sécrétées (formant ou non un gel) et des mucines 

membranaires 

MUC2 est la mucine majoritaire du côlon. Son gène est localisé sur le chromosome 11, dans 

sa partie télomérique 11p15.5, entre les gènes codant pour les mucines MUC5AC/B et 

MUC6 (Figure 6). Les trois loci MUC2, MUC5AC et MUCB ont pu évoluer à partir d’un gène 

commun ancestral suite à deux duplications successives (Desseyn et al., 1998; Griffiths et al., 

1990; Rousseau et al., 2004). 

 

MUC2 est une mucine secrétée de plus de 540 kDa. L’axe peptidique est constitué de 3 

régions : centrale, N-terminale et C-terminale (Figure 6). La région centrale est constituée de 

deux tandem repeat: le premier est constitué de 21 répétitions d’un motif irrégulier 

d’aminoacides, en étant délimité par deux domaines CYS, riches en résidus de cystéine, avec 

très peu de résidus de sérine et thréonine ; le deuxième tandem repeat comporte des 

polymorphismes de type VNTR, avec 23 aminoacides (PTTTPITTTTTVTPTPTPTGTQT) répétés 

de manière variable d’un allèle à l’autre et d’un individu à l’autre, pouvant arriver jusqu’à 

une centaine de répétitions. Cette région est très riche en thréonine, comportant donc de 

nombreux sites potentiels de O-glycosylation. La région N-terminale renferme 4 domaines D 

(D1, D2, D’ et D3), communs aux mucines secrétées tandis que le côté C terminal comporte 

un domaine D4, un domaine C, un domaine B et un domaine CK riche en cystéine (Gum et 

al., 1992; Rousseau et al., 2004). Les domaines D1, D2, D’, D3, D4, B et C présentent de très 

fortes homologies avec les domaines du facteur von Willebrand (vWF) like. Le facteur von 

Willebrand est une glycoprotéine multimérique secrétée dans le sang et impliquée dans la 
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coagulation. La région C-terminale de MUC2 est impliquée dans la dimérisation des 

monomères des mucines alors que la région N-terminale sert à la formation de multimères 

avant leur sécrétion dans la lumière sous la forme de longs filaments linéaires.  

 

 
 
 
 

 

Figure 6. Localisation du gène MUC2 et organisation de la protéine MUC2. 

MUC2 est localisé sur chromosome 11 (11p15.5) entre les gènes codant pour MUC5AC/B et MUC6. 

La structure de l’axe peptidique de MUC2 est formée d’une région N-terminale avec les 4 domaines 

communs aux mucines sécrétées (D1, D2, D’ et D3), la région centrale avec les deux tandem repeat 

dont le deuxième comporte un nombre variable d’un allèle à l’autre de répétitions en tandem de 23 

aminoacides riches en thréonine (51 à 115 TR), et la région C-terminale avec des domaines communs 

au vWF dont le dernier, CK, riche en cystéine.  

 

La O-glycosylation de type mucin-like n’est pas réservée uniquement aux mucines. Il existe 

ainsi des protéines contenant un nombre réduit de domaines O-glycosylés appelées 

« mucines-like ». (Marcaurelle and Bertozzi, 2002). Ces glycoprotéines mucines-like, comme 

GlyCAM-1, CD34 et PSGL-1, peuvent porter des antigènes Lewis et d’autres antigènes de 

groupe sanguin, et peuvent avoir une fonction de ligand pour des sélectines L et P lors de la 

réponse inflammatoire ou être impliquées dans l’adhésion inter-cellulaire (McEver and 

Cummings, 1997).  
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MUC10, MUC14 et MUC18, bien que considérées initialement comme appartenant à la 

famille des mucines, méritent une meilleure caractérisation biochimique afin de confirmer 

la légitimité de cette classification. D’autant qu’un prérequis pour l’appartenance à la 

famille des mucines est leur sécrétion par des cellules épithéliales et non des cellules 

endothéliales ou de mélanome (Johnson et al., 1996; Kinoshita et al., 2001; Melnick et al., 

2001). 

  

DMBT1 (deleted in malignant brain tumor 1) est une autre glycoprotéine de type mucine-

like, comportant de nombreux sites potentiels de O-glycosylation, traitée plus en détail dans 

un autre chapitre de ce manuscrit (chapitre 3.6. La mucine-like DMBT1). 

 

3.2. Fonction des mucines 

Des mucines différentes sont exprimées dans les différentes régions du tractus gastro-

intestinal, en remplissant des fonctions nombreuses et spécifiques. Leur rôle principal, au 

niveau du côlon, est la protection des cellules épithéliales sous-jacentes. Par leur 

configuration oligomérique et leur charge globale négative, elles confèrent au mucus ses 

propriétés de viscosité et élasticité, en assurant une protection mécanique, chimique et 

bactériologique. La protection mécanique intervient lors de la progression du bol 

alimentaire, facilitée par l’hydratation et la lubrification de la muqueuse colique. Par son 

épaisseur, la couche de mucus tient à distance les substances toxiques de l’épithélium 

colique. Concernant la protection bactériologique, les mucines jouent un double rôle : elles 

protègent la muqueuse des bactéries pathogènes en inhibant leur adhésion et en favorisant 

leur élimination, notamment MUC2 (Bergstrom et al., 2010) ; et en même temps, elles 

permettent l’adhésion et la protection des bactéries commensales, en servant de substrat 

pour leur croissance (Van Klinken et al., 1995). L’adhésion des bactéries commensales est 

rendue possible par la présence des sites d’adhésion préférentiels au niveau des chaînes de 

O-glycanes des mucines. Cette adhésion est un prérequis nécessaire à la colonisation de la 

muqueuse et la prolifération de la flore commensale. Les bactéries pathogènes peuvent, 

dans certaines conditions, adhérer elles aussi au mucus, comme il a été montré pour les 

souris KO pour MUC2 et infectées avec des pathogènes tels que Escherichia coli (Bergstrom 

et al., 2010). Les microorganismes utilisent des adhésines qui reconnaissent les ligands 
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glycaniques portés par les mucines. Leur capacité d’adhésion est exploitée par le secteur 

agro-alimentaire à la recherche des bactéries probiotiques capables d’adhérer aux mucines 

avec comme conséquence, des effets bénéfiques tels que le renforcement de la barrière de 

mucus avec l’élimination des bactéries pathogènes et le traitement de certaines pathologies 

inflammatoires. Il a été montré que Lactobacilus plantarum augmente le niveau 

d’expression de MUC2 et MUC3, inhibant ainsi l’adhésion d’une souche entéropathogène de 

E. Coli (Mack et al., 1999, 2003). Dans la lutte anti-bactérienne interviennent également les 

mucines membranaires. Suite à l’adhérence des pathogènes à ce niveau, via des interactions 

lectiniques, les cellules caliciformes s’hyperplasient et secrètent du mucus qui englobe des 

substances anti-microbiennes. Les mucines secrétées en quantité élevée et dont la 

glycosylation est modifiée, sont hydratées en piégeant ensuite les pathogènes libérés 

probablement de la surface épithéliale suite au clivage du domaine extracellulaire des 

mucines membranaires. La protection que le mucus offre à la muqueuse colique est 

fortement conditionnée par le microbiote intestinal (Rodríguez-Piñeiro and Johansson, 

2015). Le microbiote peut influencer la perméabilité du mucus pour les bactéries (Jakobsson 

et al., 2015).  

Les mucines jouent aussi un rôle dans l’interaction avec les toxines bactériennes en 

empêchant notamment l’activité de dégradation par des protéases. Certaines bactéries 

possèdent des glycosidases capables de dégrader les chaînes oligosaccharidiques. Les 

groupements sulfates ainsi que les résidus d’acides sialiques acétylés confèrent une 

résistance envers ces glycosidases.  

Les chaînes O-glycaniques des mucines influencent également la conformation de l’axe 

protéique en ayant un rôle dans sa structure tertiaire et quaternaire  

 

3.3. Glycosylation des mucines 

La glycosylation des mucines peut se faire de trois façons : O-, N- et C-glycosylation. La O-

glycosylation est la plus représentée, pouvant atteindre jusqu’à 80% de la masse totale de la 

glycoprotéine. Cette O-glycosylation implique une liaison O-glycosidique entre l’axe 

peptidique, par l’intermédiaire de résidus d’acides aminés hydroxylés : sérine ou thréonine 

situés au niveau des régions tandem repeat, et les chaînes glycaniques, via les résidus de N-

acétylgalactosamine (GalNAc). Ces chaînes oligosaccharidiques sont composées de N-
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acétylglucosamine (GlcNAc), de galactose (Gal), GalNAc, d’acide sialique (chez l’homme 

essentiellement de l’acide N-acétylneuraminique ou Neu5Ac) et de résidus de sulfate 

(Gendler and Spicer, 1995; Moniaux et al., 2001). Elles comportent trois régions : le noyau 

correspondant à l’initiation de la O-glycosylation, le squelette construit par l’élongation, et 

la périphérie correspondant à la fin de synthèse de glycanes. Le noyau comprend le résidu 

de GalNAc lié à l’axe peptidique. Il est substitué par un ou deux monosaccharides, résultant 

en 8 structures différentes appelées « core » : core 1, core 2 et ainsi de suite jusqu’au core 

8. Cinq d’entre elles (cores 1, 2, 3, 4 et 5) peuvent se trouver dans les mucines intestinales 

humaines.  

La synthèse des différents « cores » se fait de façon séquentielle. Après transfert de la 

GalNAc (disponible sous la forme de UDP-N-acétylgalactosamine (UDP-GalNAc), la forme 

activée de la GalNAc) par les polypeptides N-acétylgalactosaminyltransférases 

(ppGalNAcTs), il y a soit transfert de galactose par la β1-3 galactosyltransférase de core 1, 

soit de GlcNAc par la β1-3 glucosaminyltransférase de core 3. Secondairement, la fixation de 

GlcNAc sur la GalNAc du point d’attache conduit au core 2 à partir du core 1, et au core 4 à 

partir du core 3 (Figure 7). 

 

Figure 7. La synthèse des différents noyaux, ou « cores » de chaînes O-glycanniques de 

mucines. 
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La synthèse des cores sur la chaîne peptidique représente l’étape d’initiation. La molécule 

de GalNAc reliée à la chaîne peptidique, grâce à l’action d’une ppGalNAcT, représente 

l’antigène Tn, le O-glycane le plus simple. Il existe 20 gènes de ppGalNAcTs chez l’homme 

(Bennett et al., 2012). 

Ces enzymes comportent une séquence répétitive de type lectine-like au niveau du domaine 

C- terminal, QXW, constituée de trois tandem repeat (alpha, beta et gamma), Ce domaine 

est impliqué dans l’activité enzymatique, sa délétion entraînant la perte complète de 

l’activité enzymatique. Il a un double rôle, sensitif entraînant la O-glycosylation de 

l’apomucine qui comporte de multiples sites de glycosylation et résistant vers les peptides 

comportant un seul site de glycosylation (Tenno et al., 2002).  

Le core 1, constitué après l’addition d’un résidu de galactose sur le carbone 3 du résidu de 

GalNAc, représente l’antigène T ou Thomsen Friedereinch (Carlson, 1968). L’enzyme 

impliquée est appelée « core 1 β1,3 galactosyltransférase » (Core 1 β3Gal-T1 ou T-

synthétase). Elle est protégée de l’adressage au protéasome par une chaperonne appelée 

Cosmc (Core 1 β3Gal-T specific molecular chaperon), une protéine transmembranaire de 

type II. La Core 1 β3Gal-T1 est diffusement exprimée avec une prépondérance au niveau des 

reins, du cœur, du placenta et du foie (Ju et al., 2002). Le glycane Galβ1-3GalNAc- est le 

glycane O-GalNAc le plus fréquent, rencontré dans de nombreuses glycoprotéines et 

mucines. Les deux antigènes T et Tn peuvent être modifiés par l’addition d’un acide sialique 

donnant naissance aux antigènes T et Tn sialylés. L’absence de Core 1 peut être liée soit à un 

défaut de la T-synthétase, soit à l’absence d’une chaperonne Cosmc fonctionnelle, comme il 

a été retrouvé dans le syndrome Tn, une maladie autoimmune rare caractérisée par une 

glycosylation incomplète des glycoprotéines membranaires au niveau des cellules sanguines 

(Ju and Cummings, 2005). Le résultat est une expression élevée d’antigènes Tn et Tn sialylés 

(Varki, 2009). Le core 2 est constitué à partir du core 1 par l’action des enzymes β1,6-N-

acétylgucosaminyltransférases (C2 β6GlcNAc-T). Le core 2 est donc un core 1 ramifié, 

retrouvé dans des glycoprotéines et mucines de différentes cellules et tissus, y compris au 

niveau de la muqueuse intestinale. Par sa nature ramifiée, il bloque l’exposition des 

épitopes peptidiques de la mucine. Le core 3 est synthétisé d’une manière similaire au core 

1, par un transfert d’un résidu de GlcNAc sur le carbone 3 du résidu de GalNAc, sous l’action 
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de l’enzyme β1,3-N-acétylglucosaminyltransférase (β3Gn-T6 ou C3GnT). Son expression est 

restreinte en majeure partie aux épithéliums du tractus gastro-intestinal (estomac, côlon et 

intestin grêle) et respiratoire et aux glandes salivaires (Iwai et al., 2002; Lamblin et al., 

2001), (Klein et al., 1992). Elle semble très efficace dans les cellules caliciformes intestinales 

qui sécrètent des mucines comportant surtout des O-glycanes de core 3 et peu de core 1, 

core 2 ou core 4. La synthèse du core 4 à partir du core 3 nécessite la même enzyme que 

pour la synthèse du core 2, une β6GlcNAc-T4, appelée aussi C2/C4GnT. Les cores 3 et 4 sont 

retrouvés seulement au niveau des mucines secrétées de certains tissus comme les 

bronches, le côlon et les glandes salivaires (Varki, 2009). Les cores 5-8 sont plus rarement 

rencontrés, comme par exemple le core 5 dans le méconium ainsi que la muqueuse et 

l’adénocarcinome intestinal, le core 6 dans les mucines de kystes ovariens mucineux, ou le 

core 8 dans les mucines du tractus respiratoire (Tableau 3).  

 

Tableau 3 : Structure des différents cores glycaniques de mucines. 

Cores O-Glycanes  Structure 

Antigène Tn GalNAcαSer/Thr 

Antigène Sialyl Tn NeuAcα2-6 GalNAcαSer/Thr 

Core 1 ou antigène T Galβ1-3 GalNAcαSer/Thr 

Core 2 GlcNAcβ1-6(Galβ1-3)GalNAcαSer/Thr 

Core 3 GlcNAcβ1-3GalNAcαSer/Thr 

Core 4 GlcNAcβ1-6(GlcNAcβ1-3)GalNAcαSer/Thr 

Core 5 GalNAcα1-3GalNAcαSer/Thr 

Core 6 GlcNAcβ1-6GalNAcαSer/Thr 

Core 7 GalNAcα1-6GalNAcαSer/Thr 

Core 8 Galα1-3GalNAcαSer/Thr 

 

Les cores sont ensuite soit allongés, soit sialylés. Le principal acide sialique retrouvé chez 

l’homme est l’acide N-acétylneuraminique (Neu5Ac). D’autres acides sialiques ont 

également été décrits, dont certains sont tissu-spécifiques, comme le Neu5,8Ac2 (acide 5-N-

acétyl-8-O-acétylneuraminique), retrouvé majoritairement dans le sigmoïde. Au niveau des 

chaînes glycaniques de mucines, les acides sialiques sont liés soit en position α2-6 sur la 

GalNAc du point d’attache des cores 1, 3 et 5, soit en position α2-3 sur un résidu de Gal 

terminal.  

L’élongation des chaînes glycaniques se fait à partir des différents cores par l’addition 

séquentielle de résidus de Gal et de GlcNAc, formant des structures de type 1 (Galβ1-
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3GlcNAc) ou de type 2 (Galβ1-4GlcNAc appelée N-acétyllactosamine (LacNAc)). Ces 

structures peuvent être répétées au sein d’une chaîne glycanique formant un squelette poly 

N-acétyllactosaminique. Ce squelette peut être linéaire, donnant l’antigène linéaire i, ou 

ramifié avec des liaisons supplémentaires en position C6 du Galactose, donnant l’antigène I 

ramifié (Hounsell et al., 1996). Il permet l’attachement de nouveaux sucres ou groupes 

fonctionnels.  

La périphérie des oligosaccharides des mucines est représentée par les monosaccharides qui 

s’additionnent sur le squelette, en position terminale ou interne, suite à l’action de 

différentes glycosyltransférases (GTs). Il s’agit de résidus de fucose (Fuc), liés en α1,2- sur un 

Gal terminal et/ou en α1,3- ou en α1,4- sur une GlcNAc interne, de Gal lié en α1,3- sur un 

résidu de Gal terminal, de GalNAc lié en β1,4- ou en α1,3- sur un résidu de Gal ou d’acide 

sialique lié en α2,3 sur un résidu de Gal terminal. Les chaînes glycaniques peuvent 

également être sulfatées en périphérie, en position 3 sur un résidu de Gal terminal, ou en 

position 6 sur un résidu de GlcNAc interne (Lo-Guidice et al., 1994; Robbe et al., 2004).  

Lorsqu’un résidu d’acide sialique ou de sulfate est en position terminale, l’élongation de 

l’oligosaccharide est arrêtée. Les différents domaines périphériques sont porteurs des 

activités antigéniques, comme par exemple les antigènes de groupes sanguins ABO, Lewis 

(Figure 8). Ils peuvent également constituer des sites de reconnaissance pour les lectines. 

Les sélectines sont un groupe de lectines qui reconnaissent des structures glycaniques 

sialylées, présentes au niveau des cellules endothéliales (les sélectines E), au niveau des 

plaquettes (sélectines P) et des leucocytes (sélectines L). Les ligands pour ces sélectines sont 

représentés par les oligosaccharides comportant des chaînes lactosaminiques sulfatées, 

sialylées ou fucosylées , comme par exemple les antigènes Lewis : Ley, sialyl- et sulfo-Lex ou 

sialyl-Lea (Delannoy Philippe and Robbe-Masselot; McEver, 1994), (Mannori et al., 1995). 

Elles favorisent la liaison des cellules tumorales aux cellules endothéliales, aux plaquettes et 

neutrophiles.  
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Figure 8. Exemples de déterminants glycanniques périphériques de type Lewis et Sda, 

présents sur des disaccharides terminaux de type 1 ou de type 2. 

Les symboles représentant les différents monosaccharides sont :  : Gal ;  : GalNAc ;  : GlcNAc ;  

 : Fuc ;  : NeuAc ; HO3S : sulfate. 

 

Les monosaccharides sont transférés par des GTs à partir de leur forme activée, un glycosyl-

nucléotide synthétisé dans le compartiment cytoplasmique à partir de précurseurs d’origine 

endogène. Les GTs sont spécifiques du monosaccharide à transférer, du substrat accepteur 

et du type de liaison formée. Les Gal, GalNAc et GlcNAc sont activés par l’UDP (Uridine 

diphosphate), le Fuc par le GDP (Guanidine diphosphate) et le Neu5Ac par le CMP (Cytidine 

monophosphate).  

Concernant les antigènes de groupes sanguins du système ABO, quel que soit le groupe, il 

existe toujours des résidus de fucose terminaux liés en α1-2 sur un Gal au niveau des 

chaînes de type 1 ou 2. On parle ainsi de groupe O (ou H en anglais). Lorsque ce même 

résidu de Gal est substitué par un autre résidu de Gal lié en α1,3, ceci forme le groupe B et 
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par une GalNAc liée en α1,3 le groupe A. Le transfert du résidu de Fuc est réalisé à l’aide 

d’une fucosyltransférase spécifique codée par le gène FUT2 (Kelly et al., 1995). Cette 

enzyme n’est pas exprimée chez certains individus (environ 20% de la population), qui sont 

qualifiés de « non sécréteurs ». Il existe d’autres fucosyltransférases dont les FucT-I et FucT-

III qui ont une action sur les mucines. FucT-I transfère le Fuc sur des résidus de Gal au niveau 

des chaînes de type 2 pour former le groupe H tandis que FucT-III transfère du Fuc en α1-3 

ou 4 sur une GlcNAc au niveau des chaînes de type 1 et 2 pour former les antigènes de type 

Lewis. Il existe deux groupes d’antigènes Lewis, le couple Lewisa / Lewisb constitué d’un 

enchaînement de Galβ1-3GlcNAc avec un Fuc en α1-4 sur la GlcNAc pour l’antigène Lea, et 

un Fuc supplémentaire en α1-2 sur le Gal pour l’antigène Leb, et le couple Lewisx / Lewisy 

constitué d’un enchaînement de Galβ1-4GlcNAc, avec un Fuc en α1-3 sur le GlcNAc pour 

l’Ag Lex, et un Fuc supplémentaire en α1-2 sur le Gal pour l’Ag Ley. Les voies de biosynthèse 

des antigènes Lex et Ley sont à titre d’exemple décrites dans la figure 9. 

 

Figure 9. Déterminants glycanniques présents en périphérie des mucines résultant de la 

fucosylation par l’enzyme FucT-III et de la substitution d’un disaccharide de type 2 par les 

enzymes de groupes tissulaires A et B.  

Les enzymes impliquées sont indiquées en rouge.  

 

Les antigènes Lewis peuvent subir des sialylations avec l’apparitions des antigènes sialyl 

Lewisa (CA19-9, Figure 10) et sialyl Lewisb (NCC-ST-439), utilisés comme marqueurs 

tumoraux (Nakagoe et al., 2002), ou l’antigène disialyl-Lewisx retrouvé dans le cancer 

colorectal (Robbe-Masselot et al., 2009). Ils peuvent être également sulfatés par les 

sulfotransférases avec l’apparition de l’antigène sulfo-Lewisx retrouvé en abondance dans 
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les mucines coliques normales. D’autres antigènes ont été identifiés dans les mucines 

coliques comme l’antigène Sda/Cad (Capon et al., 2001; Morton et al., 1988), synthétisé 

suite à l’action séquentielle de la β1,4-galactosyltransférase I (β4GalT-I), d’une α2,3-

sialyltransférase et la β-1,4-N-acétylgalactosaminyltransférase-II (ß4GalNAcT-II) (Figure10). 

 

Figure 10. Voies de biosynthèse de dérivés sulfatés, sialylés et/ou fucosylés de l’épitope 

Lewis x, et de l’épitope Sda.  

Les activités enzymatiques indiquées sont indiquées en rouge : α1-3 FucT : activité α1-3-

fucosyltransférasique, peut correspondre à FucT III, FucT IV, FucT V, FucT VI, FucT VII ; α1-2 FucT : 

activité α1-2-fucosyltransférasique, correspond à l’activité de FucT II ; ST3Gal : activité α2-3-

sialyltransférasique, peut correspondre à ST3Gal III, ST3Gal IV, ST3Gal VI ; β1-4 GalT : activité β1,4-

galactosyltransférasique ; β4 GalNAcT-II : activité Sda synthétase ; Gal3ST : activité Gal-3-O-
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sulfotransférasique : peut correspondre à Gal3ST2, Gal3ST3 ou Gal3ST4 ; GlcNAc6ST : activité 

GlcNAc-6-O-sulfotransférasique : peut correspondre à GlcNAc6ST1, GlcNAc6ST2, GlcNAc6ST3, 

GlcNAc6ST4, GlcNAc6ST5.  

 

3.4. Glycosyltransférases 

Au cours de la migration des cellules caliciformes vers la surface des cryptes, les mucines 

sont progressivement sialylées, et donc acidifiées, la charge des mucines contribuant à leur 

rôle de protection de la muqueuse intestinale. La sialylation serait également requise pour 

la sécrétion des mucines ainsi que l’adressage correct des glycoprotéines membranaires, 

notamment de MUC1 (Gouyer et al., 2001). 

La biosynthèse des structures glucidiques nécessite donc un équipement enzymatique 

considérable avec un grand nombre de GTs et de glycosidases, mais aussi d’autres enzymes 

modifiant les chaînes glycanniques comme les sulfotransférases et les acétylases. De 1 à 2 % 

des gènes humains sont dévolus aux différentes étapes de la glycosylation mais la structure 

des glycanes n’est pas encodée directement dans le génome, contrairement aux séquences 

peptidiques. Les chaînes glycaniques peuvent comporter de multiples combinaisons de 

structures, suite à l’action séquentielle et parfois compétitive de nombreuses 

glycosyltransférases et glycosidases (Varki, 2009). La famille des polypeptide-GalNAc-

transférases (ppGalNAc-Ts) comprend 20 membres, dont 16 ont été caractérisés du point de 

vue enzymatique et dont les ADNc ont été clonés (Benard et al., 2015; Tian and Ten Hagen, 

2009). On estime à plusieurs centaines le nombre de GTs nécessaires à l’élaboration de 

l’ensemble des structures glucidiques d’un organisme. Ces enzymes sont pour la plupart 

localisées dans le réticulum endoplasmique et surtout dans l’appareil de Golgi. 

 

Les GlcNAc-transférases agissent dans les compartiments cis-Golgi et médian-Golgi, les Fuc-, 

Gal- et GalNAc-transférases sont localisées dans les citernes du médian-Golgi et trans-Golgi, 

et les sialyltransférases sont actives au niveau du trans-Golgi et du réseau trans-golgien. 

Chacune de ces GTs possède une affinité particulière pour une structure acceptrice donnée 

et une spécificité pour le type de liaison glycosidique formée. L’expression de ces GTs au 

niveau de l’appareil de Golgi est par ailleurs dépendante d’un type cellulaire et/ou de la 

situation physiologique, contribuant ainsi à la diversité des structures glycanniques 

observées dans différentes conditions physiopathologiques (comme le développement, la 

différenciation, les changements métaboliques, les cancers, l’inflammation ou les 
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infections…), mais aussi à la diversité observée d’un organisme à un autre. Il existe ainsi une 

microhétérogénéité liée aux variations des chaînes glycaniques au niveau d’un point 

d’attache donné d’une protéine donnée (codée par un seul gène), avec l’apparition des 

glycoformes. Des modifications mineures dans le milieu environnemental peuvent conduire 

à des changements importants dans la structure des glycanes produits par une cellule 

donnée (Varki, 2009).  

A l’heure actuelle, les mécanismes de régulation qui permettent à cette machinerie 

enzymatique de s’adapter aux besoins physiologiques de l’organisme sont mal connus, tout 

comme les causes de ses dérives pathologiques.  

 

Les sialyltransférases forment une super famille de GTs appartenant à la classe 29 de la 

classification CAZy (Carbohydrate-Active Enzymes), regroupant l’ensemble des 

sialyltransférases eucaryotes identifiées à ce jour (Coutinho et al., 2003; 

http://www.cazy.org/fam/GT29.html, 2015). Ce sont les enzymes catalysant le transfert 

d’acides sialiques sous leur forme activée (CMP-β-Sia) sur les glycoconjugués, selon le 

schéma général suivant : CMP-β-Sia + HO-accepteur → CMP + Sia-α-O-accepteur. Elles sont 

localisées dans le trans-Golgi et le réseau trans-Golgien.  

Les sialyltransférases sont au nombre de vingt chez les mammifères. Elles sont classées en 

quatre familles : ST3Gal, ST8Sia, ST6GalNAc et des ST6Gal. Elles se distinguent en fonction 

du substrat accepteur préférentiel et du type de liaison formée avec le monosaccharide 

accepteur (Tsuji, 1996) (Tableau 4). Ainsi les enzymes de la famille des ST3Gal transfèrent un 

acide sialique en α2,3 sur un résidu de galactose, les ST8Sia en α2,8 sur un autre résidu 

d’acide sialique, les ST6GalNAc en α2,6 sur un résidu de N-acétylgalactosamine et les ST6Gal 

en α2,6 sur un résidu de galactose. La spécificité d’action d’une sialyltransférase ne se limite 

pas au seul monosaccharide accepteur : le disaccharide et même la partie aglycone du 

substrat accepteur conditionnent son affinité et sa spécificité (Tableau 4). Il n’existe donc 

qu’une redondance partielle au sein d’une même famille de sialyltransférases.  
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Tableau 4 : Les Sialyltransférases humaines clonées et leur spécificité de substrat. 

(Harduin-Lepers, 2010; Tsuji, 1996). GP : glycoprotéine ; GL : glycolipide ; O-GP : O-glycosylprotéine. 

Les sialyltransférases potentiellement impliquées dans la biosynthèse des motifs glycanniques 

périphériques des mucines sont soulignées. 

 

Gène 

N° accès 

Genbank 
Enzyme Acc. Structures formées Chromosome Référence 

Famille des ST6Gal 

ST6GAL1 

X17247 
ST6Gal I GP 

GL 

Neu5Acα2-6Galβ1-4GlcNAc-R 3(q27-q28) (Grundmann et 

al., 1990) 

ST6GAL2 

AB059555 
ST6Gal II GP 

 

Neu5Acα2-6Gal(NAc)β1-4GlcNAc-R 2q11.2-q12.1 (Krzewinski-

Recchi et al., 

2003) 

Famille des ST6GalNAc 

ST6GALNAC1 

Y11339 
ST6GalNAc I O-GP Neu5Acα2-3Galβ1-3(Neu5Acα2-6)-

GalNAc-Ser 

17q25.1 (Ikehara et al., 

1999a) 

ST6GALNAC2 

AJ251053 
ST6GalNAc II O-GP (Neu5Acα2-3)0–1Galβ1-3[Neu5Acα2-

6]GalNAc-Ser 

17q25.1 Samyn-Petit et 

al., 2000 

ST6GALNAC3 

AJ507291 
ST6GalNAc III O-GP 

GL 

Neu5Acα2-3Galβ1-3(Neu5Acα2-

6)GalNAc-Ser 

et GD1α 

1p31.1 Tsuchida et al., 

2005 

ST6GALNAC4 

AJ271734 
ST6GalNAc IV O-GP 

GL 

Neu5Acα2-3Galβ1-3(Neu5Acα2-

6)GalNAc-Ser 

et GD1α 

9q34 Harduin-Lepers 

et al., 2000 

ST6GALNAC5 

AJ507292 
ST6GalNAc V GP 

GL 

Neu5Acα2-3Galβ1-4(Neu5Acα2-

6)GalNAc-Ser 

et GD1α 

1p31.1 (Ikehara et al., 

1999b) 

ST6GALNAC6 

AJ507293 
ST6GalNAc VI GL gangliosides série α (GD1α,  GT1aα,  

GQ1bα) et di-sialyl Lewisa 

9q34.11 (Tsuchida et 

al., 2003) 

Famille des ST3Gal 

ST3GAL1 

L29555 
ST3Gal I O-GP 

GL 

Neu5Acα2-3Galβ1-3GalNAc- 

GD1a GM1b GT1b 

8 (Kitagawa and 

Paulson, 1993) 

ST3GAL2 

X96667 
ST3Gal II O-GP 

GL 

Neu5Acα2-3Galβ1-3GalNAc- 

GD1a GM1b GT1b 

16q22.1 (Kim et al., 

1996) 

ST3GAL3 

L23768 
ST3Gal III GP Neu5Acα2-3Galβ1-3/4GlcNAc- 1(p34-p33) Sasaki et al., 

1993 

ST3GAL4 

L23768 
ST3Gal IV GP 

GL 

Neu5Acα2-3Galβ1-4GlcNAc- 

Neu5Acα2-3Galβ1-3GalNAc- 

11(q23-q24) (Kitagawa and 

Paulson, 1994) 

ST3GAL5 

AB018356 
ST3Gal V GL Neu5Acα2-3Galβ1-4Glcβ-Cer  

GM3 (et GM4 ?) synthétase 

2p11.2 Ishii et al., 

1998 
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ST3GAL6 

AF119391 
ST3Gal VI GP 

GL 

Neu5Acα2-3Galβ1-4GlcNAc- 3q12.1 Okajima et al., 

1999 

Famille des ST8Sia 

ST8SIA1 

D26360 

ST8Sia I GL (Neu5Acα2-8)1–2Neu5Acα2-3Galβ1-

4Glc-Cer 

 

GD3 and GT3 

12p12.1-

p11.2 

Nara et al., 

1994 

Sasaki et al., 

1994 

ST8SIA2 

U33551 

ST8Sia II GP (Neu5Acα2-8)n Neu5Acα2-3Galβ1-

4GlcNAc- 

 

15q26 (Scheidegger et 

al., 1995) 

ST8SIA3 

AF004668 

ST8Sia III GL/GP Neu5Acα2-8Neu5Acα2-3Galβ1-

Neu5Acα2-8Neu5Acα2-6GalNAc- 

 

18q21.31 (Lee et al., 

1998) 

ST8SIA4 

L41680 

ST8Sia IV GP (Neu5Acα2-8)n- Neu5Acα2-3Galβ1-

4GlcNAc- 

 

5q21 (Nakayama et 

al., 1995) 

ST8SIA5 

U91641 

ST8Sia V GL GD1c, GT1a, GQ1b, GT3 18q21.1 (Kim et al., 

1997) 

ST8SIA6 

AJ621583 

ST8Sia VI O-GP Neu5Acα2-8Neu5Acα2-3Galβ1-

3GalNAc- 

10p12.33 (Teintenier-

Lelièvre et al., 

2005) 

 

Je me suis particulièrement intéressée au cours de mes recherches aux sialyltransférases 

potentiellement impliquées dans la sialylation des chaînes glycaniques de mucines. Ces 

enzymes appartiennent essentiellement à la famille des ST3Gal : ST3Gal I, ST3Gal II, ST3Gal 

III, ST3Gal IV et ST3Gal VI. Elles catalysent le transfert d’un acide sialique en α2,3 sur un 

résidu de galactose terminal de glycoprotéines ou de glycolipides.  

ST3Gal I et II transfèrent un acide sialique sur le motif de type 3 : Galβ1-3GalNAc porté par 

des O-glycosylprotéines ou des glycolipides (Kim et al., 1996). ST3Gal III agit 

préférentiellement sur le disaccharide terminal de type 1, Galβ1-3GlcNAc, mais transfère 

également avec une moindre efficacité sur les motifs de type 2 : Galβ1-4GlcNAc, présents 

sur des glycoprotéines ou des glycolipides (Sasaki et al., 1993) ; (Kitagawa and Paulson, 

1993). Les sialyltransférases appartenant aux sous familles ST3Gal IV et VI ont une 

préférence pour des substrats accepteurs de type 2, Galβ1-4GlcNAc, portés par des 

glycoprotéines (Kitagawa and Paulson, 1994; Okajima et al., 1999). ST3Gal IV agit également 

sur le motif de type 3, Galβ1-3GalNAc porté par des O-glycannes appelé antigène T, pour 

former l’antigène sialyl-T et ST3Gal VI intervient au niveau des glycolipides pour former le 

Sialyl-3paragloboside (NeuAcα2-3Galß1-4GclNAcβ1-4Galß1-4Glc1-1’Cer).  
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3.5. Sulfotransférases 

Les SulfoTs sont des enzymes présentant une topologie de type 2, localisées essentiellement 

dans l’appareil de Golgi, avec pour certaines SulfoTs comme GlcNAc6ST3 une localisation 

plus étendue, notamment dans le RE. Les SulfoTs transfèrent un groupement sulfate à partir 

du donneur activé, le PAPS (3'-phosphoadénosine 5'-phosphosulfate) sur des divers 

accepteurs. Les réactions de sulfatation des mucines sont catalysées par des 

sulfotransférases appartenant à deux familles distinctes : les Gal-3-O-sulfotransférases et les 

GlcNAc-6-O-sulfotransférases (Tableau 5).  

Tableau 5 : Les sulfotransférases impliquées dans la sulfatation des chaînes O-glycanniques 

de mucines. 

Ne sont pas décrits dans ce tableau les gènes de sulfotransférases spécifiques des glycolipides 

(comme la Gal-3-O-sulfotransférase codée par GAL3ST1, qui sulfate uniquement le 

galactosylcéramide), et les gènes de sulfotransférases spécifiques des protéoglycannes (par exemple 

CHST1, CHST3, CHST7) 

 

Gène 

N° accès 

Genbank Enzyme 

Type d’accepteur 

préférentiel Chromosome Référence 

Gal-3-O-sulfotransférases 

GAL3ST2 

AB040610 

Gal3ST-2 GP/GL, DS type 1 et 2, Sulfo 

type 1, Core 1, Globoside 

 

2q37.3 (Honke et al., 2001) 

GAL3ST3 

NM033036 

Gal3ST-3 O-GP/N-GP, DS type 2 

(biosynthèse 3-sulfo Lex) 

 

11q13.1 (El-Fasakhany et al., 

2001) 

GAL3ST4 

NM024637 

Gal3ST-4 GP/GL, DS type 1 et 2, Noyaux 

de type 1 et 2, Globoside 

 

7q22.1 (Suzuki et al., 2001) 

GlcNAc-6-O-sulfotransférases 

CHST2 

NM 004267 

 

GlcNAc6ST-1 DS type 2 →  6-sulfo sLex 3q24 (Uchimura et al., 

1998) 

CHST4 

NM 005769 

 

GlcNAc6ST-2 

HEC-

GlcNAc6ST 

 

DS type 2 →  6-sulfo sLex 

 

16q22.2 (Bistrup et al., 1999) 

CHST5 

AF176838 

 

GlcNAc6ST-3 

I-GlcNAc6ST 

GlcNAc-R 16q22.3 (Lee et al., 1999) 

CHST6 

NM021615 

GlcNAc6ST-5 GlcNAc-Man-R ? 

Chondroitine sulfate ? 

16q22 (Uchimura et al., 

2000) 
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Je me suis particulièrement intéressée au cours de mes recherches aux sulfotransférases 

appartenant à la famille des Gal-3-O-sulfotransférases : Gal3ST2, Gal3ST3 et Gal3ST4, 

pouvant agir au niveau des chaînes glycaniques de mucines coliques.  

 

3.6. La mucine-like DMBT1 

 

3.6.1 Généralités 

DMBT1 est une glycoprotéine sécrétée appartenant à la superfamille des récepteurs de type 

SRCR (Scavenger Receptor Cystein-Rich) de type B. Elle est exprimée principalement dans les 

épithéliums du tractus respiratoire et digestif, dans le cerveau et dans le système 

reproducteur. Elle est codée par le gène DMBT1 qui a été cloné pour la première fois en 

1997 (Mollenhauer et al., 1997). Elle a été initialement proposée comme gène suppresseur 

de tumeur du fait de la fréquence élevée de sa délétion homozygote et l’absence 

d’expression dans les carcinomes gastriques et pulmonaires (Mollenhauer et al., 2001a; Wu 

et al., 1999). Cependant, le rôle exact joué par DMBT1 dans le développement et la 

progression tumorale n’est pas encore élucidé, d’autant que l’expression de DMBT1 

augmente dans les cancers des glandes salivaires et du du sein (Bikker et al., 2004; 

Blackburn et al., 2007). Des isoformes et protéines homologues à DMBT1 ont été décrites 

chez l’homme (gp-340 et « salivary agglutinin », (Holmskov et al., 1999), chez la souris (CRP-

ductine et mucline) (Cheng et al., 1996; De Lisle et al., 1998), le lapin (hensine) (Takito et al., 

1999) et le rat (ebnerine) (Li and Snyder, 1995). Les études fonctionnelles portant sur ces 

protéines homologues démontrent qu’elles participent à de nombreux processus 

biologiques fondamentaux, notamment la protection des muqueuses, l’immunité innée et la 

différenciation épithéliale.  

 

3.6.2 Structure de DMBT1 

Comme le montre la Figure 11, la protéine prototype est composée de 14 domaines SRCR, 

chacun d’eux étant séparé par un peptide de 20 acides aminés appelé SIDs (SRCR-

Interspersed Domains) qui porte une forte densité de sites potentiels de O-glycosylation. Le 

domaine SRCR est un fragment protéique d’environ 100 – 110 aminoacides, bien conservé, 

qui définit une superfamille (SRCR-SF) des récepteurs solubles ou membranaires exprimés 
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par des cellules hématopoïétiques ou autres, au cours de l’embryogénèse ou à l’âge adulte 

(Sarrias et al., 2004). La protéine DMBT1 possède aussi deux domaines CUB (C1r/C1s, uEGF, 

et Bmp1) et un domaine ZP (Zona Pellucida) qui présentent, quant à eux, 14 sites potentiels 

de N-glycosylation. La partie glycosylée compte environ pour 30% de sa masse totale (Robbe 

et al., 2005). La présence de ces différents motifs suggère que DMBT1 est impliquée dans 

des processus cellulaires fondamentaux car ils ont tous été très conservés durant 

l’évolution.  

 

Figure 11. Schématisation de la protéine DMBT1. 

((Ligtenberg et al., 2010) 

 

Les domaines SRCR, CUB et ZP sont tous impliqués dans la médiation d’interactions 

protéines-protéines. Le motif qui permet la liaison de différentes molécules au domaine 

SRCR comporte un peptide de 11 aminoacides (GRVEVLYRGSW) dont certains sont 

essentiels pour la liaison (Ligtenberg et al., 2010). La répétition des domaines SRCR ainsi que 

le pourcentage élevé de O-glycanes font que DMBT1 est considérée comme une mucine-

like.  

 

Peptide signal 
 

Domaine SRCR 
 

Domaine CUB 
 

Zona Pellucida 

 

Domaine SID 
 

Région riche en thréonine 
 

Région riche en sérine, thréonine, 

proline 
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3.6.3 Fonctions associées à DMBT1 

DMBT1 est une protéine multifonctionnelle qui joue un rôle important dans le maintien de 

l’homéostasie mucosale (Kang and Reid, 2003). 

Rôles dans la protection des muqueuses et la régénération des épithéliums 

Pour illustrer les rôles contradictoires de DMBT1 dans la protection des muqueuses et la 

régénération des épithéliums, deux lignées de cellules épithéliales, pulmonaires et 

gastriques ont été comparées pour leur réponse suite à un traitement par le PMA (Acétate 

Myristate de Phorbol). Cette étude in vitro a permis de démontrer une augmentation de 

l’expression de gp-340 lors de l’inflammation de l’épithélium pulmonaire et au contraire une 

diminution de son expression dans la muqueuse gastrique différenciée (Kang et al., 2005). 

Des études immunohistochimiques ont confirmé ces résultats en montrant une expression 

accrue de gp-340 dans les tissus pulmonaires inflammatoires (Mollenhauer et al., 2002a) et 

une distribution prédominante de DMBT1 dans les cellules souches et les cellules 

progénitrices plutôt que dans les cellules différenciées du tractus gastro-intestinal 

(Mollenhauer et al., 2000), Kang et al., 2002). Il apparaît donc que les deux fonctions de 

cette protéine sont liées à sa localisation tissulaire ainsi qu’au stade de différenciation de 

l’épithélium. Dans le tractus gastro-intestinal, il a été démontré que DMBT1 est sécrétée à la 

surface de la muqueuse où elle peut interagir avec des pathogènes. Les homologues de 

DMBT1 ont également été identifiés comme récepteurs putatifs des peptides en trèfles 

(Podolsky, 2000), qui jouent un rôle majeur dans la réparation des épithéliums. L’expression 

des gènes DMBT1 et TFF3 est diminuée chez les souris en sénescence accélérée (Kawashima 

et al., 2010). 

Ainsi, la forme sécrétée de DMBT1 serait capable d’intégrer les signaux environnementaux 

locaux. Les informations seraient alors transmises aux cellules souches/progénitrices par 

l’intermédiaire d’interactions que DMBT1 aurait avec ces cellules. Cela favoriserait la 

régénération de l’épithélium en modulant la prolifération des cellules progénitrices et leur 

différenciation. 

 

Rôles dans la différenciation terminale des cellules épithéliales 

Des études fonctionnelles portant sur les protéines homologues de DMBT1 (l’hensine et la 

CRP-ductine) ont permis de démontrer leur implication dans la différenciation des cellules 
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épithéliales du tractus gastro-intestinal. Il a été suggéré que l’hensine pourrait constituer 

une nouvelle voie de signalisation dans la différenciation épithéliale ou pourrait être un des 

intermédiaires d’une des voies déjà décrites (Vijayakumar et al., 2006). En effet, Hikita et al. 

(Hikita et al., 2000) ont démontré que la différenciation terminale des cellules épithéliales 

était induite lorsque l’hensine était polymérisée dans la matrice extracellulaire par 

l’intermédiaire d’une lectine : la galectine-3 qui reconnaît les chaînes latérales 

oligosaccharidiques de DMBT1 (Rossez et al., 2011). D’autre part, comme le gène codant 

l’hensine est souvent délétée dans les tumeurs épithéliales, elle pourrait avoir un rôle 

prépondérant pour maintenir l’épithélium dans un état différencié. 

 

Rôles dans l’immunité innée 

De nombreuses études soulignent l’implication de DMBT1 et de ses isoformes (gp-340 et 

SAG) dans la première ligne de défense contre les agents pathogènes. Ces glycoprotéines 

fixent les bactéries, permettant leur agglutination puis leur élimination. Deux types 

d’interaction entre DMBT1 et les bactéries ont été décrits : peptidique et glycanique. 

Certaines bactéries vont reconnaître un motif peptidique présent sur les domaines SRCR : 

par exemple, de nombreuses bactéries ont été testées à l’aide d’un peptide synthétique de 

16-mer issu d’une séquence consensus présente sur les 13 premiers domaines SRCR : 

Streptococcus oralis, Streptococcus gordonii, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 

Lactobacillus casei, Prevotella intermedia et Helicobacter pylori (Leito et al., 2008), ainsi que 

Streptococcus mutans qui adhère au niveau du motif SRCRP2 de l’agglutinine salivaire 

(Blackburn et al., 2007).  

D’autres travaux ont démontré que la fixation des pathogènes (Helicobacter pylori, 

Streptococcus suis et Streptococcus mutans) serait dépendante de la composition en 

structures glycaniques portées par la protéine (Eriksson et al., 2007). 

Il a également été démontré que DMBT1 jouait un rôle direct dans la réponse inflammatoire 

au niveau intestinal lors d'infections par Salmonella enterica (Rosenstiel et al., 2007). Ces 

auteurs ont montré que l'activation de la voie NOD2/NF-κB lors d'interaction du récepteur 

cellulaire TLR4 avec le LPS ou d'autres constituants de la paroi de S. enterica avait pour 

conséquence directe l'activation du gène DMBT1. La synthèse de DMBT1 provoquerait alors 

une agglutination de S. enterica ce qui conduirait à la fois à une diminution de la réponse 
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inflammatoire des tissus sous-jacents par limitation de l'interaction LPS/TLR4 et inhibition 

de l'invasion de ces tissus par la bactérie. DMBT1 joue un rôle dans l’inflammation 

également par l’activation du complément, activité dépendante du statut de sécréteur (ceux 

qui expriment les antigènes Lewisb, Lewisy et du groupe ABO) (Gunput et al., 2015) 

Il a été démontré que la synthèse de DMBT1 était induite au niveau pulmonaire chez le 

nouveau-né consécutivement à des infections bactériennes notamment par Pseudomonas 

aeruginosa ce qui tendrait à impliquer DMBT1 dans un processus de réponse inflammatoire 

innée de l’hôte à une infection par P. aeruginosa (Müller et al., 2008). Une étude récente a 

montré également le rôle de DMBT1 dans la transition de l’inflammation vers régénération 

au niveau alvéolaire par l’induction de l’expression de VEGF (facteur de croissance de 

l’endothélium vasculaire) et par la suppression de l’IL-6 au niveau des cellules épithéliales 

alvéolaires de type II (Müller et al., 2015). Une étude antérieure avait mis en évidence le 

rôle de DMBT1 dans l’angiogenèse, en tant que protéine importante de la matrice 

extracellulaire capable d’interagir avec les facteurs angiogenétiques et d’initier l’adhésion, la 

migration, la prolifération et l’angiogenèse ainsi que la réparation vasculaire, en 

interagissant avec la galectine 3 et en modulant la voie de signalisation Notch (Müller et al., 

2012).  

 

Rôles dans les cancers 

De nombreux travaux ont démontré des modifications d’expression et de localisation de 

DMBT1 dans les cancers, avec notamment une diminution d’expression de DMBT1 dans les 

carcinomes épidermoïdes (Imai et al., 2005) et les carcinomes ayant pour origine des 

épithéliums unistratifiés, associés à une relocalisation de la protéine : au lieu d’être sécrétée 

au pôle luminal des cellules épithéliales, elle se retrouve sécrétée au niveau basal et latéro-

basal, vers la matrice extracellulaire.  

Le fait que DMBT1 soit une protéine aux multiples facettes, capable de jouer des rôles aussi 

bien dans la protection des épithéliums que dans leur différenciation, au même titre que les 

mucines, permet d’expliquer les changements d’expression et de localisation de la protéine 

dans les tumeurs primaires. Les tissus possédant une sécrétion constitutive de DMBT1 dans 

la lumière des glandes vont maintenir voire augmenter le niveau d’expression de DMBT1 

lors des premières étapes de la tumorigenèse alors que ceux qui n’ont pas d’expression 
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basale de DMBT1 vont montrer une induction de la protéine et sa sécrétion au niveau du 

pôle basal des cellules épithéliales. Ces affirmations sont étayées par les études démontrant 

la surexpression de DMBT1 dans les tumeurs pulmonaires et les tissus inflammés bordant 

les tumeurs (Mollenhauer et al., 2002a). Ainsi DMBT1 participerait à un rôle de protection 

constitutive et/ou inductible.  

Cependant, du fait d’une perte de polarité et/ou de changements dans l’architecture des 

tissus, DMBT1 va rapidement être sécrétée vers la matrice extracellulaire. Selon la présence 

ou non des partenaires d’interaction appropriés, sa fonction principale va devenir la 

différenciation des cellules épithéliales. La différenciation crée un désavantage à la cellule 

tumorale puisque les cellules ne peuvent dans ce cas plus se diviser, ce qui implique qu’une 

inactivation de DMBT1 offrirait maintenant un avantage aux cellules tumorales. L’hypothèse 

avancée est donc que l’inactivation de DMBT1 prend place après sa translocation vers la 

matrice extracellulaire. Cependant ces hypothèses sont encore controversées dans la 

mesure où l’expression de DMBT1 est augmentée dans certaines tumeurs (Mollenhauer et 

al., 2001, Conde et al., 2007, Ligtenberg et al., 2007).  

Concernant le cancer colorectal, peu d’études ont été effectuées à ce jour. Une des 

premières a montré une réduction des ARNm dans 16.7% des cas de cancer colorectal par 

rapport aux tissus sains correspondant (Mori et al., 1999). Une étude récente utilisant des 

SNP arrays a mis en évidence des régions du génome comportant une perte d’hétérozygotie 

avec des disomies et polysomie uniparentales sur différents chromosomes impliquant des 

gènes candidats pour la cancérogénèse colique parmi lesquels on retrouve aussi DMBT1 

(Torabi et al., 2015). 
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4. Altérations d’expression et de glycosylation des 

mucines dans le cancer colorectal 
 

MUC2 est la mucine majoritairement sécrétée au niveau de la muqueuse colique normale. 

Cependant de nombreuses autres mucines sont également retrouvées dans le côlon 

(Tableau 6). MUC2 et MUC4 sont exprimées dans les cellules à gobelet au niveau des cryptes 

alors que les mucines membranaires MUC1, MUC3, MUC4 et MUC12 sont détectées dans 

les entérocytes (Tytgat et al., 1994). MUC13 est fortement exprimée à la surface apicale des 

membranes des cellules caliciformes et des cellules entérocytaires (Williams et al., 2001). 

Tableau 6 : Expression et localisation de différentes mucines au niveau de la muqueuse 

colique normale. 

Expression de différentes mucines au niveau de la muqueuse colique normale 

MUC1 Cellules caliciformes et absorptives, base des cryptes (1/3 inférieur), 

membrane apicale, vésicules de sécrétion, microvilli (Winterford et al. 1999, 

Biemer-Hüttmann et al. 1999) 

MUC2 Cellules caliciformes uniquement, notamment dans le RE (Chang et al. 1994, 

Weiss et al. 1996, Winterford et al. 1999), d’aspect péri-nucléaire (Biemer-

Hüttmann et al., 1999) 

Expression 21% (fort) + 65% (faible à modéré) (Blank et al., 1994), 100% 

(Mochizuka et al. 2007, Bu et al. 2010) 

MUC3 Cellules caliciformes et absorptives (Chang et al. 1994, Weiss et al. 1996, 

Williams et al. 1999), dans le cytoplasme péri- et supranucléaire ; plus 

abondant dans l’épithélium de surface 

MUC4 Cellules caliciformes et absorptives, RER (Winterford et al., 1999), 

notamment au niveau des 2/3 inférieurs des cryptes (Biemer-Hüttmann et 

al., 1999) 

MUC5AC 

(mucine 

d’épithélium 

fovéolaire 

gastrique) 

Focal, cellules caliciformes sous la forme de gouttes de mucus intra-

cytoplasmique (Biemer-Hüttmann et al., 1999) 

Expression 0% (Bartman et al. 1999, Bu et al. 2010), 40% (Mochizuka et al., 

2007), 20% (Biemer-Hüttmann et al., 1999) 

MUC6 

(mucine de 

glande pylorique) 

Expression 0% (Bartman et al. 1999, Mochizuka et al. 2007) 

MUC12 Présente dans le côlon normal (Williams et al. 1999, Packer et al. 2004) 
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Des altérations d’expression de ces mucines sont observées au niveau de lésions tumorales 

néoplasiques et pré-néoplasiques ainsi qu’au sein d’autres lésions polypoïdes comme par 

exemple les polypes hyperplasiques (Tableaux 7 et 8). 

 

Tableau 7 : Expression des différentes mucines dans les lésions polypoïdes bénignes et pré-

malignes. 

Expression de différentes mucines dans les lésions polypoïdes bégnines et pré-

néoplasiques 

 

Polype hyperplasique (PH) 

MUC2 Expression ↗ à 100% (Mochizuka et al. 2007, Kim et al. 2005, Fujita et al. 2010, Bu et 

al. 2010) 

SSA/P = HP = TSA > CA (Higuchi et al., 2005) 

MUC4 Expression ↘ dans 50% des cas, aspect normal pour le reste (Biemer-Hüttmann et al., 

1999) 

MUC5AC Expression ↗100% (Mochizuka et al. 2007, Kim et al. 2005), 11% (Bartman et al., 1999), 

75,4% (Fujita et al. 2010), 41,67% + 58,33% (Bu et al., 2010) 

HP, TSA < SSA/P (Higuchi et al., 2005) 

L’expression d’HGM (human gastric mucin) codée dans la protéine MUC5AC est 

présente sur toute la hauteur des cryptes, avec une diminution vers la partie basale 

(Hirono et al., 2004) 

MUC6 Expression 0% (Bartman et al., 1999), (Owens et al., 2008), 17% (Bartley et al., 2010), 

↗ à 26,7% (Mochizuka et al., 2007), 60% (Gibson et al., 2011), 16,9% (Fujita et al. 2010) 

↗ à 68,2 avec expression notamment à la base des cryptes (Hirono et al., 2004) 
 

Polype/adénome sessile festonné (SSA/P) 

MUC2 Expression 100% (Mochizuka et al., 2007), Fujita et al. 2010) 

SSA/P = HP = TSA > CA (Higuchi et al., 2005) 

MUC5AC ↗100% (Mochizuka et al., 2007), 80,4% (Fujita et al. 2010) 

SSA/P > HP, TSA (Higuchi et al., 2005)  

MUC6 Expression ↗75,9% (Mochizuka et al., 2007), 53% (Bartley et al., 2010), 100% (Owens 

et al., 2008), 91% pour SSA/P et 84% pour SSA/P avec dysplasie (notamment à droite 

pour ce dernier) (Gibson et al., 2011) ; 39,2% (Fujita et al. 2010) 
 

Adénome festonné traditionnel (TSA) 

MUC2 Expression ↗ à 100% (Mochizuka et al. 2007, Fujita et al. 2010), 85% (Kim et al., 2005) 

MUC4 Expression ↘ (Biemer-Hüttmann et al., 1999) 

MUC5AC Expression ↗ à 100% (Mochizuka et al., 2007), 85% (Kim et al., 2005), 43,1% (Fujita et 

al. 2010) 

L’expression d’HGM (human gastric mucin) codée dans la protéine MUC5AC est 

présente sur toute la hauteur des cryptes, avec une diminution vers la partie basale 

(Hirono et al., 2004) 
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PH – polype hyperplasique ; TSA – adénome festonné traditionnel ; SSA/P – polype/adénome 

festonné traditionnel ; CA – adénome conventionnel ; VA – adénome villeux ; TVA – adénome 

tubulovilleux ; TA – adénome tubuleux ; MP – polype mixte ; ASP – polype festonné avancé (de plus 

d’1 cm) 

 

Tableau 8 : Expression de différentes mucines dans les différents types d’adénocarcinome 

colique 

Expression de différentes mucines dans les différents types histologiques 

d’adénocarcinome colique 

 

Adénocarcinome classique  

MUC1 Expression ↗ (Lugli et al., 2007), (Packer et al., 2004), (Forgue-Lafitte et al., 2007), ↗ 

dans 53% de cas (Biemer-Hüttmann et al., 2000), 45% (Jang et al., 2002) 

Absence de modification dans le cancer rectal (Packer et al., 2004)  

MUC2 Négatifs dans 41%, plus exprimé dans les cancers de la voie de pathogénèse 

adénome-carcinome que dans les cancers de novo (Blank et al., 1994) 

 Expression ↘(Weiss et al., 1996); 38% (Kim et al., 2005) ; 47% (Biemer-Hüttmann et 

al., 2000) 

Expression de 49,2% pour les adénocarcinomes bien à moyennement différenciés et 

9,5% pour les peu différenciés (Imai et al. 2013)  

Expression 11,54% + 34,62% + 53,85% (Bu et al., 2010); 40% (Jang et al., 2002) 

MUC6 Expression 18% (Bartley et al., 2010); 0% (Owens, Chiosea, and Kuan 2008, Mochizuka 

et al. 2007); 4,2% (Fujita et al. 2010) 

↗ à 71% (tout adénome festonné confondu), avec expression notamment à la base des 

cryptes (Hirono et al., 2004) 
 

Adénome conventionnel (CA) 

MUC1 Expression ↗ dans 63% des cas ; sans modification pour le reste (Biemer-Hüttmann et 

al., 1999),  

Expression de 32% (Gibson et al., 2011) 

MUC2 Expression 100% (Mochizuka et al., 2007)(Gibson et al., 2011) 

40% VA et 48% TA (Blank et al., 1994) ;  

100% VA, 36% TA et 85% TVA (Kim et al., 2005) 

CA < HP, ASP (polype festonné avancé) (Higuchi et al., 2005) 

Expression diminuée par rapport à la muqueuse normale (Drew et al., 2014)  

Expression de 40% + 60% pour les bas grade et 35,71% + 64,29% pour les haut grade 

(Bu et al., 2010) 

MUC5AC Expression 68,8% (Mochizuka et al., 2007), 60% (Biemer-Hüttmann et al., 1999), 100% 

(Gibson et al., 2011) 

CA < HP, SSA/P, MP (Higuchi et al., 2005) 

32% TA, 85%TVA, 100%VA (Kim et al., 2005) 

VA de localisation rectale : MUC5AC plus exprimé dans les cas de dysplasie de bas 

grade par rapport à celle de haut grade  (Buisine et al., 1996) 

Expression 20% + 80% pour les bas grade et 42,86% + 57,14% pour les haut grade (Bu 

et al., 2010) 

MUC6 Expression 6,3% (Mochizuka et al., 2007), 9,5% (Hirono et al., 2004), 43% notamment à 

droite (Gibson et al., 2011) 

MUC6 < MUC5AC (Bartman et al., 1999) 
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MUC3 Expression ↘(Weiss et al., 1996) 

Absence de modification dans le cancer rectal (Packer et al., 2004) 

MUC4 Expression ↗ dans 34%  (Biemer-Hüttmann et al., 2000) 

Expression ↘ (Williams et al., 1999), (Packer et al., 2004) 

Absence de modification dans le cancer rectal (Packer et al., 2004) 

MUC5AC Expression ↗(Forgue-Lafitte et al., 2007) ; 31% (Kim et al., 2005) ; 38% (Biemer-

Hüttmann et al., 2000) 

Expression de 30,2% pour les adénocarcinomes bien à moyennement différenciés et 

51,6% pour les peu différenciés (Imai et al. 2013) 

Expression 11,54% + 19,23% + 69,23% (Bu et al., 2010) 

MUC11 Expression ↘(Williams et al., 1999)  

Absence de modification dans le cancer rectal (Packer et al., 2004) 

MUC12 Expression ↘ (Williams et al., 1999), (Packer et al., 2004) 

Absence de modification dans le cancer rectal (Packer et al., 2004) 

MUC13 Expression ↘ (Williams et al., 1999), (Packer et al., 2004) 

Absence de modification dans le cancer rectal (Packer et al., 2004) 
 

Adénocarcinomes mucineux 

MUC1 Expression ↗ dans 63% des cas (Biemer-Hüttmann et al., 2000) 

Exprimée plus souvent dans les adénocarcinomes mucineux de bas grade (nés des 

adénocarcinomes bien à modérément différenciés, et papillaires) (Onodera et al., 

2009) 

MUC2 Expression conservée (Weiss et al., 1996), voire ↗ à 72% (Blank et al., 1994), à 100% 

(Kim et al. 2005, Onodera et al. 2009). Elle  augmente plus qu’au niveau des 

adénomes dans les lignées cellulaires (Aksoy et al., 2000) 

Souvent phénotype microsatellitaire instable MSI ( 86% MSI-H, 42% MSI-L et 32% 

MSS) (Biemer-Hüttmann et al., 2000) 

Expression de 95,1% (Imai et al. 2013), 60% + 40% (Bu et al., 2010) 

MUC3 Expression conservée (Weiss et al., 1996) 

MUC4 Expression ↗ dans 47% des cas (Biemer-Hüttmann et al., 2000) 

MUC5AC ↗ à 68% (Kim et al., 2005) 

Souvent phénotype microsatellitaire instable MSI (77% MSI-H, 33% MSI-L et 28% 

MSS) (Biemer-Hüttmann et al., 2000) 

Expression 46,67% + 53,33% (Bu et al., 2010) 

Exprimée plus souvent dans les carcinomes mucineux de haut grade, nés des 

carcinomes peu différenciés et à cellules en bague à chaton. (Onodera et al., 2009) 

MUC6 Absence d’expression (Onodera et al., 2009) 

 

Carcinome à cellules en bague à chaton 

MUC2 71,5% (Imai et al. 2013), 50% + 37,50% + 12,50% (Bu et al., 2010) 

MUC5AC 25% + 75% (Bu et al., 2010) 

 

MUC2, la mucine majoritairement secrétée dans le côlon a un rôle protecteur dans la 

cancérogénèse colique. Une étude effectuée sur des souris déficientes en Muc2 (Muc2-/-) a 
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montré l’apparition de cryptes aberrantes avec une altération de la maturation et de la 

migration cellulaire, ainsi que l’apparition fréquente d’adénomes dans l’intestin grêle 

évoluant vers des adénocarcinomes invasifs et des tumeurs rectales chez les souris 

déficientes (Velcich et al., 2002).  

 

Comme on peut l’observer dans le tableau 7, les altérations des mucines apparaissent dès 

les lésions pré-néoplasiques et polypoïdes bénignes comme le polype hyperplasique. On 

constate ainsi une augmentation de la sécrétion de MUC2 dans les polypes hyperplasiques 

et les polypes festonnés et dans une moindre mesure dans les adénomes conventionnels. 

Selon certaines études on peut observer une diminution de l’expression de MUC2 de 

l’adénome vers le carcinome, ce qui est en accord avec l’observation faite sur les souris 

déficientes en Muc2, à savoir la perte d’expression de MUC2 favorise la progression vers le 

cancer colique par la séquence adénome-carcinome ou de novo (Mizoshita et al., 2007). 

Cependant de nombreuses études ont montré une expression conservée voir augmentée 

jusqu’à 100% des cas selon les études (Tableau 8) dans la variante d’adénocarcinome 

mucineux, augmentation qui est souvent corrélée à un profil d’instabilité microsatellitaire.  

Les modifications de MUC2 entraînent également un risque plus élevé de métastases 

ganglionnaires en engageant le pronostic de la maladie. En parallèle, on constate également 

des modifications d’expression au niveau des autres mucines aussi, avec augmentation ou 

apparition de novo des mucines normalement peu exprimées voire absentes au niveau 

colique comme MUC5AC (mucine de l’épithélium fovéolaire gastrique) et MUC6 (mucine de 

la glande pylorique). On constate ainsi l’apparition/augmentation de l’expression de 

MUC5AC, dans les lésions polypoïdes non-tumorales et adénomateuses, ainsi que 

tumorales. Son expression augmente avec la taille de l’adénome et avec le pourcentage de 

composante villeuse. Il est plus exprimé au niveau de polypes hyperplasiques et de 

dysplasies de bas grade pour diminuer ensuite dans les dysplasies de haut grade (Bartman 

et al., 1999). Son expression reste élevée dans les adénocarcinomes mucineux, notamment 

de type MSI. L’expression de novo de MUC6 reste en général inférieure à celle de MUC5AC. 

Des modifications des mucines membranaires ont également été décrites, avec une 

diminution de l’expression des gènes MUC4, MUC12 et MUC13 et une augmentation de 

l’expression de MUC1 dans le cancer colique par rapport au tissu sain, mais sans différence 
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notable au niveau rectal (Packer et al., 2004). L’expression de MUC1 au niveau du côlon 

droit ou sa co-expression avec MUC2 est un facteur de risque pour les métastases 

ganglionnaires loco-régionales (Jang et al. 2002). 

 

Des modifications pathologiques de la glycosylation ont été mises en évidence dans le 

cancer colorectal, avec une corrélation entre les altérations des structures glycanniques et la 

progression tumorale (Brockhausen, 2006; Malagolini et al., 2007). On observe ainsi une 

augmentation des antigènes Tn, sialyl-Tn, antigène T, sialyl-T, sialyl-Lewisa, sialyl-Lex,  et une 

diminution des core 3, core 4 et des chaînes poly-N-acétylactosamines de type 2 avec une 

diminution des chaînes de type 1.  

L’antigène Tn est souvent rencontré dans les mucines dérivées des tumeurs alors que sa 

présence est inhabituelle dans les mucines normales, ce qui suggère un blocage de 

l’extension au-delà du premier sucre dans certaines cellules tumorales (Varki, 2009). Le 

résidu de GalNAc lié à une Ser ou Thr peut également être modifié directement par 

l’addition d’acide sialique, ce qui est un signal de terminaison de la biosynthèse des chaînes 

O-glycanniques. Ainsi, la terminaison prématurée de cette biosynthèse aboutit à 

l’expression de formes incomplètes des O-glycannes, avec principalement l’apparition 

d’antigène Sialyl-Tn (sTn) : NeuAcα2-6GalNAcα1-O-Ser/Thr ou des antigènes Sialyl-T : 

NeuAcα2-3Galβ1-3GalNAcα1-O-Ser/Thr ou Galβ1-3(NeuAcα2-6)GalNAcα1-O-Ser/Thr; ou 

disialyl-T : NeuAcα2-3Galβ1-3(NeuAcα2-6)GalNAcα1-O-Ser/Thr. Ces structures sont des 

exemples d’antigènes glucidiques associés aux tumeurs (AGAT), surexprimés dans les 

cancers y compris le cancer colorectal, avec pour celui-ci, une réduction d’expression des 

cores 3 et 4 corrélée à une augmentation des glycanes basés sur un core 1 et une densité de 

glycosylation plus élevée que la normale (Holst et al., 2015) (Figure 12). 

 

La O-acétylation des résidus d’acide sialique bloque la reconnaissance du sialyl-Tn par des 

anticorps dirigés contre cet antigène. Ce blocage peut être enlevé par voie enzymatique par 

les bactéries du tractus intestinal. Dans les cancers, de nombreuses modifications des acides 

sialiques ont été décrites, avec en particulier une diminution de leur O-acétylation (Shen et 

al., 2004). Cette modification est également présente dans les cancers colorectaux (Corfield 

et al., 1999). 
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Quand un core 1 sialylé est formé, la synthèse du core 2 n’est plus possible. Le core 1 sialylé 

NeuAcα2-6(Galβ1-3)GalNAc peut être synthétisé seulement par addition d’un résidu d’acide 

sialique sur le core 1 mais non pas par l’addition d’un résidu de galactose sur l’antigène 

sialyl-Tn car l’acide sialique empêche l’activité de la core 1 β1-3 galactosyltransférase. 

L’augmentation de l’antigène sialyl-Tn dans le cancer colorectal peut s’expliquer également 

suite à une diminution de l’expression de la β6GlcNAc-T (l’enzyme nécessaire à la synthèse 

du core 2) dans le cancer colorectal, entraînant une augmentation des antigènes sialylés 

(Yang et al., 1994). 

 

Figure 12. Voies de biosynthèse des O-glycannes sialyl Tn, sialyl T et disialyl T surexprimés 

dans de nombreux cancers.  

Les GTs impliquées et les activités sialyltransférasiques (ST3Gal I, ST3Gal II, et ST6GalNAc I, 

ST6GalNAc II, ST6GalNAc III, ST6GalNAc IV) sont indiquées en rouge. Les structures encadrées ne 

peuvent plus être allongées conduisant à une terminaison prématurée de la synthèse avec formes 

incomplètes de O-glycannes principalement (Byrd and Bresalier, 2004). 
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Des modifications de glycosylation terminale sont donc observées dans de multiples types 

de cancers (Dube and Bertozzi, 2005). Concernant le cancer colorectal, les AGATs rencontrés 

sont des antigènes de type sLex, sLea, sialyl-Tn, TF (Thomsen-Friedenreich antigen), Ley, 

Globo H GM2 (Dube and Bertozzi, 2005; Niederhafner et al., 2008). Leur détection par des 

lectines ou des anticorps monoclonaux peut aider à obtenir des informations à des fins 

diagnostiques et/ou pronostiques. Une diminution des antigènes T et Tn avec 

l’augmentation des formes siaylées (sialyl T, sialyl Tn, sialyl Lex) ont été observées 

également au niveau des métastases du cancer colorectal, avec des altérations plus 

importantes au niveau des métastases par rapport à la tumeur primitive (Bresalier et al., 

1996). Les structures sialylées semblent jouer un rôle dans l’adhésion des cellules tumorales 

qui implique des interactions avec des ligands associés aux membranes basales ainsi qu’aux 

cellules endothéliales.   

En ce qui concerne les enzymes impliquées dans la biosynthèse des mucines, l’activité de 

C3Gnt (impliquée dans la synthèse de core 3) est très basse dans les tumeurs coliques et 

quasi absente des cellules tumorales en culture (Varki, 2009). L’expression de ST3Gal I peut 

être augmentée dans les cancers ayant pour conséquence une augmentation des antigènes 

sialyl-T.  

D’autres changements sont décrits dans les cancers comme l'augmentation de la synthèse 

de glycannes branchés ou la réexpression d'antigènes glycosidiques oncofoetaux. En effet, 

une augmentation du branchement en β1,6 de GlcNAc des N-Glycannes a été observée et 

associée à une augmentation d’expression et d’activité de la GlcNAc transférase V 

(Takahashi et al., 2009). Certaines structures, connues sous le terme d’antigènes 

oncofoetaux, exprimées par les cellules au cours de l’embryogenèse, réapparaissent lors du 

processus de transformation cancéreuse (Feizi, 1985). En particulier, l’expression aberrante 

de structures antigéniques de type sialyl Lewisx : NeuAcα2-3Galβ1-4(Fucα1-3)GlcNAc ou 

sialyl Lea : NeuAcα2-3Galβ1-3(Fucα1-4)GlcNAc a été observée dans de nombreux cancers 

tels que les cancers du poumon, de l'estomac et du rein (Fukuda, 1996). Les structures sLex 

peuvent ainsi utiliser les propriétés de liaison avec les sélectines pour envahir les tissus 

(Varki, 2009). Dans le cancer du côlon, l’expression de l’antigène sLex, impliqué dans les 

métastases, augmente, alors que celle de l’antigène Sda (NeuAcα2-3[GalNAcβ1-4]Galβ1-

3GlcNAc), abondant dans le côlon sain, diminue (Groux-Degroote et al., 2014; Malagolini et 
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al., 2007). On constate également une diminution de l’activité de l’enzyme β4GalNAc-TII 

impliquée dans la synthèse de Sda/Cad (Malagolini et al., 1991).  

Des variations de sulfatation des chaînes glycanniques ont également été décrites dans les 

cancers. Les O-glycanes des tumeurs sont souvent moins sulfatés et plus sialylés par rapport 

aux mucines normales (Brockhausen, 1999). Une diminution de la GlcNAc-6-sulfatation est 

associée à la transformation maligne des cellules coliques, et une diminution de l’épitope 6-

sulfo sLex concomitante à une augmentation de l’expression de l’épitope sLex a été 

observée. Une diminution de l’expression de la GlcNAc6ST3, sulfotransférase majeure dans 

le côlon, a été observée pendant le processus de transformation maligne des cellules 

coliques et pourrait expliquer ces observations (Uchimura et al., 1998). Les cellules 

épithéliales coliques normales expriment les épitopes 3-sulfo Lea et 3-sulfo Lex. L’expression 

du 3-sulfo Lea et du 3-sulfo LeX est diminuée dans les cellules cancéreuses coliques 

(Yamachika et al., 1997) ; ces observations peuvent être liées à l’expression du gène 

GAL3ST2, impliqué dans la biosynthèse de ces déterminants, qui est diminuée dans les 

adénocarcinomes coliques non mucineux (Seko et al., 2002). Une autre structure sialylée a 

été décrite dans le cancer colorectal, un hexasaccharide de core 3 sialyl-Lex (NeuAcα2-

3Galβ1-4(Fucα1-3)GlcNAcβ1-3(NeuAcα2-6)GalNAc) qui semble être en compétition avec un 

autre antigène sulfo-Lex (SO3-3Galβ1-4(Fucα1-3)GlcNAcβ1-3(NeuAcα2-6)GalNAc) retrouvé 

dans la muqueuse colique normale (Robbe-Masselot et al., 2009). 
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Objectifs des travaux de thèse 
 

Le cancer colorectal est la deuxième cause de décès par cancer dans le monde, constituant 

un problème majeur de santé publique avec une incidence annuelle d’environ 1 million de 

cas. Le nombre absolu de cas va très certainement augmenter dans les prochaines 

décennies du fait du vieillissement et de l’expansion des populations dans les pays 

développés ou en voie de développement. Malgré les campagnes de dépistage, les progrès 

des techniques chirurgicales et l’évolution des traitements adjuvants permettant une prise 

en charge plus précoce et plus active des récidives, la mortalité des patients atteints de 

cancer colorectal reste encore élevée.  

Cette forte mortalité s’explique d’une part du fait d’un dépistage souvent tardif des tumeurs 

coliques (la plupart des CRC ne sont pas détectés avant d’avoir envahi d’autres organes ou 

des ganglions lymphatiques) et d’autre part par le nombre important de patients présentant 

des récidives dans les 5 ans suivant la résection de la tumeur primaire. Il est par conséquent 

urgent d’identifier des biomarqueurs permettant de détecter les CRC à des stades précoces, 

de suivre le développement des tumeurs pendant la durée du traitement et de prédire les 

récidives.  

L’objectif de ces travaux de thèse a été de rechercher de tels marqueurs diagnostiques 

et/ou pronostiques pour le cancer colorectal, utilisables en routine clinique. 

 

De nombreuses cellules cancéreuses présentent des altérations de l’expression et de la 

glycosylation des mucines. Ces altérations, en particulier l’apparition de nouvelles structures 

glycaniques, confèrent à la cellule tumorale un répertoire de ligands potentiels pour 

l’interaction avec d’autres récepteurs à la surface de la cellule, qui facilitent la survie des 

cellules tumorales durant les étapes d’invasion et de dissémination des métastases. Les 

mucines peuvent contribuer aux propriétés biologiques des tumeurs à chaque stade de la 

progression maligne.  

 

Au cours de cette thèse nous avons cherché à exploiter les altérations d’expression et de 

glycosylation des mucines afin d’identifier de potentiels biomarqueurs pronostiques ou 

prédictifs. Dans la première partie de ce travail, nous nous sommes focalisés en particulier 
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sur les modifications de glycosylation des mucines intestinales en comparant les profils de 

glycosylation des mucines de patients ayant un cancer colorectal avec ceux d’individus sains 

mais également en corrélant l’expression de certains glycanes avec le stade de la tumeur, le 

risque de récidive et l’état de différenciation. Les résultats obtenus démontrent une très 

forte diminution du niveau d’expression des O-glycanes sialylés basés sur un core 3 dans la 

tumeur, corrélée à une forte augmentation des O-glycanes sialylés basés sur un core 1. 

Aucune corrélation n’a pu être faite entre les stades des tumeurs et les répertoires de 

glycosylation des mucines. Cependant, à l’exception des antigènes sialyl-Tn, les tumeurs de 

patients ayant récidivé présentaient moins d’altérations dans leur profil de glycosylation de 

mucines, comparées aux tumeurs sans récidive (Mihalache et al., 2015). 

Dans la deuxième partie de la thèse, nous avons étudié les modifications d’expression des 

gènes codant pour les glycosyltransférases responsables de la synthèse de motifs 

glycaniques exprimés spécifiquement dans les tumeurs coliques. En particulier nous avons 

étudié les sialyl- et sulfo-transférases impliqués potentiellement dans la synthèse des 

antigènes sialyl et sulfo-Lex dont le ratio d’expression est inversé entre tumeur et muqueuse 

saine. Nous avons démontré une diminution significative de l’expression des Gal-3-O-

sulfotransférases ainsi que de faibles variations de l’expression des α2,3-sialyltransférases, 

qui pourraient expliquer l’inversion des ratios d’expression de ces 2 antigènes. 

Dans la dernière partie de ce travail, nous avons analysé les modifications d’expression de 

DMBT1 (deleted in malignant brain tumor 1) dans les lésions carcinomateuses et polypoïdes 

bénignes ou pré-cancéreuses, en confrontant les données obtenues avec les 

caractéristiques histologiques et moléculaires. Nous avons observé une expression 

relativement basse dans la muqueuse colique normale et dans les lésions polypoides non-

néoplasiques telles que les polypes hyperplasiques et adénomes/polypes sessiles festonnés, 

avec une augmentation de l’expression de DMBT1 dans les lésions pré-néoplasiques de type 

adénome conventionnel notamment de haut grade chez des patients non porteurs de 

cancer colique mais aussi de bas grade chez les patients atteints de cancer, avec pour ceux-

ci une augmentation de l’expression de DMBT1 dans la muqueuse saine au voisinage de la 

lésion tumorale. Globalement l’expression diminue au sein de la tumeur avec une 

expression encore plus faible au niveau du front d’invasion à l’exception des tumeurs bien 

différenciées et des tumeurs muci-secrétantes qui conservent une expression plus 
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importante de DMBT1 sans différence notable au niveau du front d’invasion par rapport à 

l’expression globale. Une expression diminuée a été observée également au niveau des 

métastases ganglionnaires, mais aucune corrélation n’a pas pu être établie avec le stade de 

la maladie. En revanche, on a observé une bonne corrélation avec l’instabilité 

microsatellitaire, les tumeurs instables exprimant plus intensément DMBT1, de façon 

significative, par rapport aux tumeurs stables. Aucune corrélation n’a été trouvée par 

rapport à la survie.  
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1ère partie - La caractérisation structurale de la O-glycosylation des 

mucines peut fournir d’importantes informations pour aider à 

prévenir la récidive du cancer colorectal 

 
Publication : Structural characterization of mucin O-glycosylation may provide 
important information to help prevent colorectal tumor recurrence 

Adriana Mihalache, Jean-François Delplanque, Bélinda Ringot-Destrez, Cindy Wavelet, Pierre 

Gosset, Bertrand Nunes, Sophie Groux-Degroote, Renaud Léonard, and Catherine Robbe-

Masselot 

Frontiers in Oncology 2015, volume 5, DOI: 10.3389/fonc.2015.00217 

 

 

1.1. Démarche expérimentale 
 

Les objectifs de ce travail étaient de caractériser les éventuelles altérations qualitatives 

et/ou quantitatives des O-glycannes portés par les mucines intestinales de patients atteints 

de cancer colorectal, afin d’identifier de potentiels nouveaux marqueurs diagnostiques 

et/ou pronostiques de cette pathologie. 

Dix patients opérés d’un cancer colorectal à l’hôpital Saint Philibert de Lille ont été inclus 

dans notre étude, avec pour chaque patient des pièces opératoires provenant de la tumeur 

et de la muqueuse saine d’un point de vue anatomopathologique à distance de la tumeur. 5 

échantillons contrôles ont également été inclus dans l’étude, ils provenaient de la 

muqueuse de résection saine de patients opérés pour des diverticuloses coliques. Pour 

chaque patient inclus dans l’étude, des données cliniques concernant la localisation de la 

tumeur, le stade TNM, la survie, l’état de différenciation des tumeurs et la présence ou non 

d’une composante mucineuse étaient disponibles. Toutes ces informations sont résumées 

dans le tableau 9. 

 

Après broyage des tissus, les mucines ont été purifiées par ultracentrifugation en gradient 

de chlorure de césium puis les glycanes ont été libérés par béta-élimination en milieu 

réducteur. Ces glycanes ont ensuite été perméthylés avant d’être analysés par 

spectrométrie de masse en mode MALDI-TOF. La perméthylation permet d’accroitre de 
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façon significative la détection des ions (donc des structures glycaniques) et de quantifier de 

manière relative les différents oligosaccharides présents dans les échantillons. Chaque ion 

correspondant à un glycane sur les spectres MS obtenus a ensuite été fragmenté en mode 

MS/MS afin de déterminer l’enchaînement et la nature des oses qui composent le glycane.  

Table 9 : Caractéristiques cliniques des échantillons tumoraux (et de leur marge de résection 

appariée), polypes et témoins utilisés dans cette étude.  

Patient Age Sexe Stade 

TNM 

Localisation Etat de différenciation Récidive 

1 46 F III Droit Peu différencié Non 

2 54 F II Droit Moyennement différencié Non 

3 96 M II Transverse Moyennement différencié 

avec composante 

mucineuse 

Oui 

4 69 M IV Droit Moyennement différencié Oui 

5 63 F II Transverse Moyennement différencié 

avec composante 

mucineuse 

Non 

6 66 F II Droit Bien différencié Non 

7 81 F III Gauche Moyennement différencié 

avec composante 

mucineuse 

Oui 

8 80 M IV Droit Peu différencié Pas de 

suivi 

9 61 M III Gauche Moyennement différencié Non 

10 66 M IV Droit Mucineux Non 

                            Echantillons témoins 

Patient Age Sexe Localisation 
1 70 M Gauche 

2 57 M Gauche 

3 57 F Gauche 

4 63 F Gauche 

5 44 F Gauche 

 

1.2. La glycosylation des mucines est altérée dans les 

tumeurs mais aussi dans les marges de résection 
 

L’analyse des spectres MS et MS/MS obtenus pour chaque échantillon de mucines 

provenant de pièces opératoires d’individus sains et de patients atteints de cancer 

colorectal montre une très forte diversité de O-glycanes (Figure 13). Plus de 60 ions ont été 

retrouvés sur les spectres qui correspondaient à des oligosaccharides (Tableau 10). De plus 

chaque ion peut correspondre à une ou plusieurs structures isomériques, augmentant 

encore le degré de complexité de la glycosylation de ces mucines.  
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Figure 13. Caractérisation structurale de la O-glycosylation des mucines.  

Spectres MS -MALDI-TOF, acquis en mode positif [M+Na]+ (ou [M+2Na-H]+ pour les espèces 

sulfatées) des O-glycanes perméthylés portés par les mucines purifiées à partir de : (A) muqueuse 

contrôle ; (B) marge de résection ; (C) tissu tumoral apparié. Symboles : Fuc : triangle rouge ; 

GlcNAc : carré bleu ; GalNAc : carré jaune ; Gal : rond jaune ; NeuAc : losange violet ; Sulfate : S 
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Tableau 10 : Structures ou séquences proposées pour les oligosaccharides neutres et acides 

identifiés sur les mucines intestinales issues de muqueuses saines ainsi que des tumeurs et 

de leurs marges de résections appariées.  

Le pourcentage relatif de chaque oligosaccharide a été calculé en intégrant les surfaces des pics sur 

les spectres MS. Les résultats sont présentés comme la moyenne ± déviation standard du 

pourcentage d’expression de chaque oligosaccharide pour une même condition. 

Proposition de structures ou de séquences 

glycaniques 

[[[[M+Na]]]]+ ou 

[[[[M+2Na-H]]]]+ pour 

les espèces 

sulfatées 

Tumeurs Marges de 

résection 

Contrôles 

sains 

 

534 5.6±5.7 1.8±2.1 1.0±1.4 

 

575 1.7±1.5 5.8±6.7 3.8±2.5 

 

663 0.2±0.4 0.3±0.6 1.0±1.4 

 

691 7.1±7.1 5.2±5.3 5.8±4.9 

 

708 0.5±1 0.3±0.6 0.4±0.5 

 

749 0.4±0.8 1.0±2.2 0 

  

779 4.2±1.5 5.0±3.8 5.6±0.4 

 

867 0.8±1.1 0.3±0.6 0 

 

895 10.9±3.6 7.7±4.2 5.7±0.6 

 

908 0.6±1.0 1.3±1.8 0.8±1.1 

 

936 12.1±11.

2 

24.2±10.2 30.8±11.6 

 

953 1.4±0.6 3.0±1.8 1.9±0.7 
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983 7.5±8.3 2.0±0.7 1.6±0.3 

 

1024 0.2±0.4 0.4±0 .5 0.3±0.5 

 

1041 0.0±0.1 0.3±0.6 0.2±0.2 

 

1069 0.2±0.4 0.2±0.4 0.8±0.1 

 

1071 0.6±1.5 0 0 

 

1110 0.3±0.5 0.7±1.1 0.7 

 

1112 0.1±0.2 0.2±0.3 0.3±0.4 

 

1127 0 0.3±0.8 0 

 

1140 2.9±2.8 4.4±1.9 7.0 

 

1157 1.9±1.2 0.4±0.7 0.3±0.4 

 

1198 0.0±0.1 0.4±0.6 0 

 

1228 0.8±0.5 0.5±0.5 0.6±0.2 

  

1256 3.5±1.8 2 .7±4.0 1.5±0.4 
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1314 3.3±2.4 7.0±4.3 8.0±1.4 

 

1331 0.1±0.3 0.1±0.4 0.1±0.2 

 

1344 7.5±5.5 3.3±6.0 1.1±0.4 

 

1385 0.7±1.4 1.9±2.3 0.7±1.0 

 

1402 0.8±0.6 3.2±1.4 7.1±0.3 

3 Hex, 2 HexNAc, GalNAcol 1432 0.9±0.8 0.2±0.2 0.2±0.3 

2 Hex, 3 HexNAc, GalNAcol 1473 0.1±0.2 0.1±0.2 0.2±0.3 

 

1488 0.3±0.6 0.8±1.7 0.7±1.0 

2 Hex, 2 HexNAc, 1 Fuc, 1 SO3, GalNAcol 1490 0.2±0.4 0 0 

 

1501 0.5±0.6 0.6±0.9 1.6±0.7 

 

1518 1.7±1.8 0.4±0.6 0.2±0.4 

 

1559 0.1±0.2 0.1±0.2 0.1±0.2 

2 Hex, 2 HexNAc, 2 Fuc, GalNAcol 1576 0±0.1 0 0.1±0.2 

 

1589 0.3±0.3 0.3±0.5 0.4±0.1 

3 Hex, 2 HexNAc, 1 Fuc, GalNAcol 1606 0.7±0.8 0 0.1±0.1 

2 Hex, 3 HexNAc, 1 Fuc, GalNAcol  1647 0.6±0.8 0.2±0.4 0.3 
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1675 9.4±1.2 2.5±2.4 3.3±0.7 

3 Hex, 3 HexNAc, GalNAcol  1677 1.0±1.3 0.4±1 0 

 

1705 3.2±3.4 2.5±6.0 0.6±0.1 

 

1718 0.2±0.3 0.1±0.3 0.1±0.1 

 

1746 0.9±2 1.9±2.3 1.1±1.5 

2 Hex, 2 HexNAc, 1 Fuc, 1 NeuAc, GalNAcol  1763 0.2±0.2 0.2±0.3 0.3±0.1 

3 Hex, 2 HexNAc, 2 Fuc, GalNAcol 1780 0.5±0.8 0 0 

 

1793 0.3±0.4 0.2±0.4 0 

2 Hex, 3 HexNAc, 1 NeuAc, GalNAcol  1834 0.1±0.1 0.2±0.3 0.1±0.1 

3 Hex, 3 HexNAc, 1 Fuc, GalNAcol 1851 0.4±0.8 0 0.1±0.1 

 

1879 0.2±0.5 0.3±0.8 0 

4 Hex, 3 HexNAc, GalNAcol 1881 0.4±0.7 0 0 

4 Hex, 2 HexNAc, 1 Fuc, 1 SO3, GalNAcol 1898 0±0.1 0.1±0.2 0 

3 Hex, 4 HexNAc, GalNAcol 1922 0.2±0.5 0.1±0.3 0.1±0.1 

2 Hex, 2 HexNAc, 2 Fuc, 1 NeuAc, GalNAcol 1937 0±0.1 0 0.1±0.1 

3 Hex, 3 HexNAc, 1 Fuc, 1 SO3, GalNAcol 1939 0.1±0.2 0 0 

3 Hex, 2 HexNAc, 3 Fuc, GalNAcol  1954 0.1±0.2 0 0 

4 Hex, 2 HexNAc, 1 NeuAc, GalNAcol 1997 0.1±0.2 0 0 

3 Hex, 3 HexNAc, 2 Fuc, GalNAcol  2025 0.4±0.5 0.1±0.2 0.1±0.1 

5 Hex, 3 HexNAc, GalNAcol 2055 0.6±0.9 0 0 
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Les O-glycanes étaient constitués de 2 à 10 résidus de monosaccharides. La plupart des ions 

ont été retrouvés sur tous les spectres, seul leur niveau d’expression variait. Afin de 

déterminer si des modifications dans la formation des noyaux ou de la périphérie des 

mucines pouvaient être observées entre échantillons contrôle versus tumeur, les ions 

parents ont été fragmentés et la séquence des oligosaccharides a ainsi pu être déterminée. 

Les niveaux d’expression des oligosaccharides sont très variables d’un échantillon à l’autre, 

comme le montrent les valeurs d’écart-type calculés. L’hétérogénéité semble plus marquée 

au niveau des mucines provenant de patients atteints de cancer colorectal, par rapport aux 

individus sains. En effet, un seul ion n’a pas été retrouvé dans les tumeurs alors que 16 

structures étaient absentes de la muqueuse saine et 11 ions n’ont pas été identifiés dans les 

marges de résection.  

Trois noyaux différents ont été principalement retrouvés pour les mucines présentes au 

niveau du côlon, le core 3 (GlcNAcβ1-3GalNAcα1-ser/thr) étant majoritaire par rapport au 

core 1 (Galβ1-3GalNAcα1-ser/thr) et au core 2 (Galβ1-3(GlcNAcβ1-6)GalNAcα1-Ser/Thr). 

La plupart des structures oligosaccharidiques sont acides, portant un ou plusieurs résidus 

d'acide sialique et/ou de sulfate. La structure majoritaire « de base » correspond à un core 3 

portant un acide sialique lié en α2-6 sur la GalNAc du point d’attache (ion à m/z 936 sur les 

spectres). De nombreux oligosaccharides sont ensuite formés à partir de l’élongation de ce 

core 3 sur la branche du bas. Cependant, une plus grande proportion de structures basées 

sur un core 1 a été retrouvée dans la zone tumorale par rapport aux marges de résection et 

aux contrôles sains. Il s’agit par exemple des ions à m/z 534 (de 5.6% dans la tumeur à 1% 

dans la muqueuse intestinale saine), 691 (de 7,1% à 5.8%), 983 (de 7,5% à 1,6%) et 1256 (de 

3,5% à 1,5%). Le taux d’expression des glycanes basés sur un core 3 passe de 64% dans la 

muqueuse de contrôle à 56,5% dans les marges de résection et à seulement 27,5% dans les 

tumeurs. Au contraire le taux d’expression des oligosaccharides de core 1 augmente dans 

les tumeurs, variant de 13% dans les contrôles à 21% dans les marges de résection et à 41% 

dans les zones tumorales. Les niveaux d’expression des glycanes de core 1 et de core 3 sont 

significativement différents entre contrôles et tumeurs (valeur de p de 0.0038 et 0.0062 

respectivement).  
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Parmi les 60 glycanes identifiés, plus d’un tiers d’entre eux présente des gradients croissants 

ou décroissants d’expression de la muqueuse contrôle vers la marge de résection puis la 

tumeur (Figure 14). 

  

Figure 14. Gradients du niveau d’expression des O-glycanes de mucines coliques issues de 

contrôles sains (n=5), de marges de résection (n=10) et des tumeurs appariées (n=10).  

La moyenne est représentée pour toutes les mesures. (A) Gradient croissant d’expression des 

glycanes des contrôles vers les tumeurs. (B) Gradient décroissant d’expression des glycanes des 

contrôles vers les tumeurs. 
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On note une diminution des oligosaccharides basés sur un core 3 sialylé (ions à m/z 936, 

1140 et 1314) dans les tumeurs comparées aux marges de résection et aux contrôles ; le 

pourcentage relatif d’expression de ces 3 structures variant de 18 à 36 puis 46 % de 

l’ensemble des O-glycanes, respectivement dans les 3 zones. Une augmentation des 

oligosaccharides basés sur un core 1 sialylé (ions à m/z 895, 1344, 1518 et 1793) semble 

corrélée à la diminution d’expression des glycanes de core 3 ; le pourcentage relatif 

d’expression de ces 3 structures variant de 7 à 12 puis 21 % de l’ensemble des O-glycanes, 

respectivement dans les 3 zones. 

Comme décrit précédemment (Robbe Masselot et al., 2009), une augmentation de 

l’expression de l’antigène disialyl Lewisx à m/z 1675 a été observée dans les échantillons 

tumoraux (9.4% des O-glycanes totaux) comparés aux marges de résection (2.5%) et aux 

contrôles (3.3%). Son homologue 6-sulfo sialyl Lewisx diminue dans les tumeurs (0.8% des 

glycanes totaux) comparé aux marges de résection (3.2%) et aux contrôles (7.1%). Les autres 

différences les plus significatives entre tumeurs et contrôles concernent les ions à m/z 534 

(de 5,6 % dans la tumeur à 1% dans le contrôle), 936 (de 12,1% à 30,8%), 983 (de 7,5% à 

1,6%), 1344 (de 7,5% à 1,1%) et 1705 (de 3,2% à 0,6%). 

Tous ces O-glycanes basés sur un core 1 semblent suivre la même voie de biosynthèse : 

l’antigène T à m/z 534 est tout d’abord allongé par une GlcNAc pour former l’ion à m/z 779. 

Un résidu de galactose est alors lié à la GlcNAc pour former l’ion à m/z 983, qui va ensuite 

être substitué par un ou deux résidus d’acide sialique pour donner les ions à m/z 1344 et 

1705 respectivement. 

Le niveau global de sialylation des O-glycanes de mucines ne varie pas beaucoup entre 

tumeurs, marges de résection et muqueuses contrôles, il représente respectivement 67%, 

71% et 78% des O-glycanes totaux. Par contre, une diminution du niveau de sulfatation des 

mucines a été retrouvée dans les tumeurs (3,4 % des glycanes totaux) comparé aux marges 

de résection (5,7%) et aux contrôles (9,4%).  
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1.3. Comparaison des répertoires de glycosylation des 

mucines selon le stade TNM des tumeurs colorectales 
 

Comme décrit précédemment dans le chapitre 2.6 (Classification du cancer colorectal), la 

classification TNM permet de classer les tumeurs colorectales en 4 stades, selon le degré 

d’envahissement de la paroi colique et des organes voisins par contiguïté, l’envahissement 

ganglionnaire et les métastases à distance.  

Dans notre étude, 4 patients présentaient un cancer colorectal au stade II, 3 patients 

avaient un CCR de stade III et 3 avaient un CCR de stade IV. 3 ions semblent présenter une 

augmentation de leur niveau d’expression au stade IV comparés aux deux autres stades 

(Figure 15).  

 

Figure 15. Comparaison de l’abondance relative des O-glycanes majoritaires purifiés à partir 

de tumeurs au stade II (n=4), au stade III (n= 3) et au stade IV (n=3).  

Une légère augmentation du niveau d’expression des ions à m/z 534, 691 et 983 a été observée dans 

les tumeurs au stade IV, comparés aux tumeurs au stade II et III. 
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Il s’agit de l’ion à m/z 534 (antigène T) qui correspond à 7,1% des oligosaccharides totaux 

détectés au stade II, à 1,2% des glycanes au stade III et à 9,7% des O-glycanes au stade IV ; 

de l’ion à m/z 691 (antigène sialyl-Tn) qui passe de 5,9% au stade II à 6% au stade III et à 

10,7 au stade IV. Le dernier ion est l’ion à m/z 983 est un tétrasaccharide basé sur un core 1, 

son niveau d’expression passe de 6% au stade II à 3,9% au stade III et à 15,1% au stade IV.  

Cependant, vu le faible échantillonnage ainsi que les valeurs d’écart-type élevées, il n’est 

pas possible de conclure sur des potentielles modifications de la glycosylation corrélables au 

stade TNM de la tumeur. 

 

1.4. Comparaison des répertoires de glycosylation des 

mucines selon l’état de différenciation des tumeurs 
 

Les adénocarcinomes colorectaux sont constitués d'une prolifération de cellules tumorales 

s'organisant sous forme de glandes de tailles variées et/ou sous forme solide, d’amas et de 

plages. Selon la classification des tumeurs du système digestif faite par l’Organisation 

Mondiale de la Santé (OMS) les adénocarcinomes coliques ont été gradés en bien-, 

moyennement, peu- et indifférencié selon le pourcentage de la composante glandulaire. 

L'adénocarcinome mucineux est, quant à lui, défini par la présence d'une composante 

mucineuse majoritaire de plus de 50% faite de plages de mucus extracellulaire qui englobe 

des glandes ou des plages de cellules tumorales. On observe dans le mucus une 

néoexpression de MUC5AC qui n’est pas sécrétée dans le côlon à l’état normal. 

D’après la figure 16, des différences de niveau d’expression des oligosaccharides semblent 

exister entre les différents états de différenciation de la tumeur. L’adénocarcinome 

mucineux se caractérise par une très forte augmentation du nombre de structures 

glycanniques basées sur un core 1 et dépourvues d’acide sialique. En effet, 3 ions à m/z 534, 

779 et 983 représentent à eux seuls plus de 50% des oligosaccharides totaux. Ces ions 

correspondent respectivement à l’antigène T (Galß1-3GalNAcol), à un trisaccharide de core 

1 (GlcNAcß1-3Galß1-3GalNAcol) et à un tétrasaccharide de core 1 (Galß1-3/4GlcNAcß1-

3Galß1-3GalNAcol). On note également une diminution importante des structures sialylées, 
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et notamment celles basées sur un core 3 (ions à m/z 936, 1140 et 1314) ne sont plus ou 

très peu exprimées.  

Cette diminution du taux d’expression des structures sialylées basées sur un core 3 est 

également retrouvée dans les adénocarcinomes coliques peu et bien différenciés mais de 

façon moins significative. Par contre, les adénocarcinomes moyennement différenciés 

expriment toujours au sein des mucines sécrétées ces structures sialylées. De plus les 

adénocarcinomes moyennement différenciés se caractérisent par un taux de sialylation 

significativement plus élevé, en comparaison des autres stades de différenciation : plus de 

65 % des O-glycanes portent de l’acide sialique dans ces adénocarcinomes moyennement 

différenciés, contre moins de 30% dans les autres types d’adénocarcinomes.  

 

Figure 16. Comparaison de l’abondance relative des O-glycanes majoritaires purifiés à partir 

de tumeurs mucineuses (n=1), bien différenciées (n= 1), moyennement différenciées (n=6) 

ou peu différenciées (n=2).  
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1.5. Les tumeurs avec récidive peuvent être différenciées 

des tumeurs sans récidive 
 

Dans cette étude, tous les patients ont été opérés et les tumeurs colorectales réséquées. 

Sur les 10 patients inclus, 3 patients opérés d’un cancer colorectal ont récidivé moins de 5 

ans après l’opération. Nous avons recherché dans ce travail s’il était possible d’identifier des 

structures glycaniques utilisables pour prédire cette récidive, ce qui permettrait d’adapter 

les traitements post-opératoires et notamment les chimiothérapies. 

Les profils de glycosylation des mucines issues de tumeurs qui ont récidivé ou non ont été 

comparés et confrontés aux données obtenues dans les muqueuses contrôles. Les figures 17 

et 18 mettent en évidence les différences de niveaux d’expression des glycanes dans 

chacune des conditions.  

 

 

Figure 17. Comparaison de l’abondance relative des O-glycanes majoritaires purifiés à partir 

de contrôles (n=5), tumeurs avec récidive (n=3) et tumeurs sans récidive (n=6). 
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Figure 18. Comparaison des répertoires de glycosylation des mucines purifiées à partir de 

tumeurs avec ou sans récidive.  

Spectres MS -MALDI-TOF, acquis en mode positif [M+Na]+ (ou [M+2Na-H]+ pour les espèces 

sulfatées) des O-glycanes perméthylés portés par les mucines purifiées à partir de : (A) tumeurs avec 

récidive; (B) tumeurs sans récidive; (Symboles : Fuc : triangle rouge ; GlcNAc : carré bleu ; GalNAc : 

carré jaune ; Gal : rond jaune ; NeuAc : losange violet ; Sulfate : S 
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Trois sortes de différences ont été retrouvées : 

- les ions à m/z 534, 983, 1157, 1344 et 1705, qui correspondent tous à des O-glycanes 

basés sur un core 1, présentent un gradient croissant d’expression des contrôles vers 

les tumeurs sans récidive. Les tumeurs avec récidive présentent un niveau 

intermédiaire d’altérations avec une augmentation moins prononcée du niveau 

d’expression de ces ions 

- les ions à m/z 936, 1140 et 1314, qui correspondent tous à des O-glycanes sialylés de 

core 3, montrent un gradient décroissant d’expression des contrôles vers les 

tumeurs sans récidive. A nouveau, les tumeurs avec récidives présentent des niveaux 

d’altérations intermédiaires. 

- Les ions à m/z 691, 895 et 1256, correspondant respectivement aux antigènes sialyl-

Tn, sialyl T et disialyl T, sont plus exprimés dans les tumeurs avec récidive que dans 

les tumeurs sans récidive ou dans les contrôles. Le niveau d’expression de l’antigène 

sialyl-Tn est significativement différent entre tumeurs avec et sans récidive 

(p=0,012).  

 

1.6. Conclusion de cette étude 
 

Dans cette étude, nous avons tout d’abord comparé les profils de glycosylation des mucines 

issues des tumeurs, des muqueuses saines à distance des tumeurs ainsi que des contrôles 

provenant d’individus sans pathologie intestinale. Nous avons ainsi pu mettre en évidence 

des différences dans le niveau d’expression de certains oligosaccharides lors de la 

progression tumorale, et notamment une diminution du taux d’expression des structures 

sialylées basées sur un core 3 corrélées à une augmentation du taux d’expression des 

structures sialylées basées sur un core 1. Ces résultats d’analyse structurale des 

oligosaccharides sont en accord avec les travaux portant sur l’analyse des niveaux 

d’expression des glycosyltranférases impliquées dans la synthèse des cores des O-glycanes. 

En effet, plusieurs études ont démontré, par PCR (polymerase chain reaction) quantitative 

une surexpression du gène codant la ß1,3-galactosyltransferase (C1GALT1), responsable de 

la synthèse des O-glycanes de core 1,  dans les tumeurs de patients atteints de cancer 

colorectaux (Barrow et al., 2013; Hung et al., 2014). En parallèle d’autres études de PCR 
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quantitative ont démontré une diminution importante du niveau d’expression du gène 

codant la ß1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 6 (ß3Gn-T6) qui est impliquée dans la 

synthèse des glycanes de core 3 (Iwai et al., 2005).  

Parmi les glycanes basés sur un core 1, on retrouve aussi bien des petites structures 

(antigènes T à m/z 534, sialyl T à m/z 895 et disialyl T à m/z 1256) que des structures plus 

complexes (ions à m/z 1344, 1518 et 1705 qui comprennent de 5 à 6 monosaccharides).  Il a 

été proposé que l’apparition de structures basées sur un core 1 soit due à une glycosylation 

incomplète (Hakomori, 1983a, 1983b, 1985; Hakomori and Kannagi, 1983; Hakomori et al., 

1983). Nos résultats suggèrent plutôt une compétition entre la ß3Gn-T6 dans le tissu sain et 

la C1GALT1 dans le tissu cancéreux. 

 

Nous avons ensuite cherché à corréler différents paramètres cliniques caractérisant la 

tumeur avec des profils spécifiques d’expression d’oligosaccharides portés par les mucines. 

Nous avons plus particulièrement comparé les répertoires glycaniques des tumeurs en 

fonction du stade TNM, de l’état de différenciation des tissus tumoraux et de la récidive 

tumorale.  

Tous les glycanes majoritaires sont retrouvés quel que soit le stade TNM de la tumeur. Des 

variations de leur niveau d’expression ont été observées, avec par exemple une plus forte 

expression des ions à m/z 534, 691 et 983 au stade T4, mais ces différences ne semblent pas 

significatives. Les modifications de la glycosylation des mucines apparaissent certainement 

précocement dans les étapes de carcinogénèse colique.  

En comparaison des adénocarcinomes bien, moyennement et peu différenciés, le profil de 

glycosylation des mucines dans les adénocarcinomes mucineux semble très différent. 

Aucune structure complexe (au-delà de 5 monosaccharides) n’a été retrouvée. 3 structures 

représentent plus de 50% des oligosaccharides totaux, ce qui conduit à un répertoire de 

glycosylation très simplifié. Les glycanes sont essentiellement basés sur du core 1 et sont 

peu sialylés, en comparaison des tissus sains. Ces différences de glycosylation des mucines 

dans l’adénocarcinome mucineux peuvent s’expliquer par le fait que cette tumeur néo-

exprime MUC5AC, contrairement aux autres adénocarcinomes. Dans des conditions 

physiologiques, MUC5AC est présente dans l’appareil respiratoire, la muqueuse gastrique et 
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génitale et n’est quasi jamais présente dans la muqueuse colique saine. Elle est également 

présente à l’état embryonnaire, dans l’intestin, chez l’homme. En revanche, elle est 

exprimée de façon aberrante par certaines tumeurs. Ainsi, les tumeurs villeuses peu 

dysplasiques réagissent positivement aux anticorps anti-MUC5AC mais l’expression de cette 

mucine diminue lorsque le grade de dysplasie augmente et peut disparaître totalement 

quand la tumeur se transforme en adénocarcinome.  

Les adénocarcinomes moyennement différenciés présentent un taux de sialylation des 

mucines deux fois plus élevé que les autres états de différenciation, suggérant un rôle des 

acides sialiques dans le processus de différenciation des cellules épithéliales lors de la 

carcinogénèse. 

 

Dans notre étude, nous avons analysé le profil de glycosylation des mucines intestinales 

présentes dans la tumeur de patients atteints de CCR. Un suivi des patients a permis de 

déterminer que 3 d’entre eux ont récidivé moins de 3 ans après l’opération. Les profils de 

glycosylation des mucines dans les tumeurs avec ou sans récidive sont très différents. Nous 

avons démontré que le niveau d’expression de l’antigène sialyl-Tn à m/z 691 était 

significativement plus élevé dans les tumeurs avec récidive, par rapport aux tumeurs sans 

récidive. Ce résultat est en accord avec les études précédentes démontrant que la 

surexpression des antigènes Tn et sialyl-Tn est une caractéristique de tumeurs colorectales 

peu différenciées et à un stade avancé (Giuffre, 1996; Itzkowitz et al., 1989). Chik et al. ont 

démontré plus récemment que la surexpression des antigènes sialyl-Tn était corrélée à une 

augmentation du niveau d’expression du gène codant pour l’alpha 2,6 sialyltransférase 

(ST6GALNAC1) et une diminution du gène codant pour la core 1 synthase (C1GALT1) dans la 

lignée cellulaire mucineuse de cancer du côlon LS174T (Chik et al., 2014). Notre analyse 

structurale de la glycosylation des mucines provenant de tumeurs avec récidive démontre 

une plus grande proportion de glycanes basés sur un core 3 et une plus faible expression de 

glycanes basés sur un core 1, comparé aux tumeurs sans récidive. Ces données suggèrent 

que la core 1 synthase est moins exprimée ou moins active dans les tumeurs avec récidive, 

ce qui pourrait expliquer, au moins partiellement, la forte expression d’antigènes sialyl-Tn 

dans ces tumeurs. 
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Un niveau d’expression plus élevé des antigènes sialyl T et disialyl T a été observé dans les 

tumeurs avec récidive, par rapport aux tumeurs sans récidive, même si ces différences 

n’étaient pas significatives. La sialylation des antigènes T est gouvernée par l’action de la 

ST6GalNAc-II et il a été montré qu’une augmentation du niveau d’expression de son ARNm 

est corrélée avec un mauvais pronostic pour les patients opérés de cancers colorectaux avec 

métastases.  

Nos résultats suggèrent que la glycosylation des mucines de tumeurs avec récidive 

s’apparente, au moins partiellement, à celle des individus sains. Le caractère plus agressif de 

ces tumeurs avec récidive pourrait ainsi s’expliquer par le fait que le système de défense 

immunitaire n’est pas autant activé que dans le cadre d’une tumeur arborant des glycanes 

de core 1. Les glycanes de core 3 mimeraient en quelque sorte une situation physiologique 

normale. 

 

En conclusion, notre travail nous a permis d'observer de nombreuses modifications de la 

glycosylation des mucines intestinales entre les tissus normaux et cancéreux, mais il est 

difficile d’identifier des marqueurs spécifiques d'un stade donné de développement du 

cancer du côlon avec si peu de données. Cette étude reste encore préliminaire dans la 

mesure où il n’y a eu que 10 patients inclus et les résultats devront être confirmés en 

incluant un plus grand nombre de patients. Il sera également intéressant de corréler les 

profils de glycosylation des mucines avec d’autres paramètres cliniques comme les 

traitements pré-opératoires.  
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2ème partie – Etude de l’expression des sialyltransférases et 

sulfotransférases impliquées dans la glycosylation des mucines 

coliques. 

 

2.1 Démarche expérimentale 
 

Les objectifs de ce travail étaient de caractériser d’éventuelles modifications 

d’expression de GTs ou SulfoTs impliquées dans la synthèse des déterminants glycanniques 

3-sulfo-Lewis x et Sialyl Lewis x portés par les O-glycannes des mucines intestinales de 

patients atteints de cancer colorectal, afin d’identifier de potentiels nouveaux marqueurs 

diagnostiques et/ou pronostiques de cette pathologie. En effet, des différences du niveau 

d’expression de certains oligosaccharides lors de la progression tumorale avaient été mises 

en évidence avant le début de ma thèse, en particulier une augmentation de l’expression de 

l’antigène di-sialyl-Lewisx dans la tumeur et une diminution de l’expression de l’antigène 

sulfo-sialyl-Lewisx. Cette découverte est particulièrement importante dans la mesure où : (1) 

ces antigènes sont basés sur le core 3 sialylé en 6 sur la GalNAc-ol, spécifique des mucines 

coliques et (2) ces antigènes ont exactement la même structure mis à part la présence d’un 

résidu de sulfate ou d’acide sialique sur le galactose périphérique (Figure 19). Il semble donc 

qu’il existe une compétition entre une activité Gal-3-O-sulfotransférasique et une activité 

α2,3-sialyltransférasique pour le galactose terminal de la chaîne glycannique.  

 

Figure 19 : Représentation schématique des déterminants glycanniques périphériques 3-

sulfo Lex et Sialyl Lex, basés sur le core 3 sialylé en 6 sur la GalNAc-ol spécifique des mucines 

coliques.  
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En parallèle, nous avons montré dans l’étude décrite dans la première partie (publication 

Mihalache et al., 2015) que le taux d’expression des glycanes basés sur un core 3 passe de 

64% dans la muqueuse de contrôle à 56,5% dans les marges de résection et à seulement 

27,5% dans les tumeurs. Au contraire le taux d’expression des oligosaccharides de core 1 

augmente dans les tumeurs, variant de 13% dans les contrôles à 21% dans les marges de 

résection et à 41% dans les zones tumorales. L’expression des enzymes responsables de la 

biosynthèse des cores 1 et 3 est donc également susceptible d’être modifiée au cours de la 

transformation maligne dans le côlon. 

 

Dans le but d’identifier quelles enzymes peuvent être impliquées dans ces modifications de 

glycosylation et de sulfatation des mucines au cours de la progression tumorale, nous avons 

étudié par PCR quantitative l’expression de gènes de glycosyltransférases et 

sulfotransférases potentiellement impliquées dans la glycosylation des mucines coliques 

(plus particulièrement dans la biosynthèse des motifs glycanniques présentés 

précédemment dont l’expression est modifiée dans les tumeurs), dans des échantillons de 

côlon sain et tumoral provenant des mêmes patients. Une telle étude pourrait également 

identifier certains gènes de glycosyl- ou sulfotransférases comme de potentiels marqueurs 

pronostiques/diagnostiques pour la maladie. 

 

Pour cette étude, nous avons inclus des échantillons de côlon sain et tumoral de 20 patients 

à des stades d’évolution différents (n = 2 pour le stade I, n = 6 pour stade II, n=4 pour stade 

III et n = 8 pour stade IV) ainsi que des échantillons de côlon sain de onze témoins (tableau 

11). Les ARN totaux ont été extraits puis quantifiés et analysés sur un Bioanalyseur Agilent. 

Après synthèse des ADN complémentaires, des PCR quantitatives ont été mises au point, en 

utilisant la chimie SYBRGreen, pour un gène normalisateur (HPRT), pour les 5 gènes d’α2,3-

sialyltransférases (ST3GAL1, ST3GAL2, ST3GAL3, ST3GAL4, ST3GAL6), les 3 gènes de Gal-3-O-

sulfotransférases (GAL3ST2, GAL3ST3, GAL3ST4) et le gène de la Core 3 synthétase, 

potentiellement exprimés dans la muqueuse colique. Les résultats encore incomplets 

concernant l’expression de la Core 1 synthétase ne sont pas présentés dans ce manuscrit. 
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2.2. Etude de l’expression des gènes de Gal-3-O-

sulfotransférases, d’α2,3-sialyltransférases et de la core 

3 synthétase dans les tumeurs, les marges de résection, 

et les témoins. 
 

Nous avons donc voulu déterminer si l’expression de glycosyl- et sulfotransférases 

impliquées dans la glycosylation terminale et la sulfatation des mucines coliques (i.e. α2,3-

sialyltransferases, Gal-3-O-sulfotransférases) ainsi que l’expression de la Core 3 synthétase 

étaient affectées par la transformation maligne. Vingt patients opérés d’un cancer colorectal 

à l’hôpital Saint Philibert de Lille ont été inclus dans notre étude, avec pour chaque patient 

des échantillons provenant de la tumeur et de la muqueuse saine d’un point de vue 

anatomopathologique à distance de la tumeur. Onze échantillons contrôles ont également 

été inclus dans l’étude, ils provenaient de la muqueuse de résection saine de patients 

opérés pour des diverticuloses coliques. Pour chaque patient inclus dans l’étude, des 

données cliniques concernant la localisation de la tumeur, le stade TNM, la survie, étaient 

disponibles. Toutes ces informations sont résumées dans le tableau 11.  

Tableau 11. Caractéristiques cliniques des échantillons témoins et tumoraux (et de leur 

marge de résection appariée) utilisés dans cette étude. 

Patient Age Sexe Stade 

TNM 

Localisation Etat de différenciation Récidive 

1 46 F III Droit Peu différencié Non 

2 54 F II Droit Moyennement différencié Non 

3 96 M II Transverse Moyennement différencié 

avec composante 

mucineuse 

Oui 

4 69 M IV Droit Moyennement différencié Oui 

5 63 F II Transverse Moyennement différencié 

avec composante 

mucineuse 

Non 

6 66 F II Droit Bien différencié Non 

7 81 F III Gauche Moyennement différencié 

avec composante 

mucineuse 

Oui 

8 80 M IV Droit Peu différencié Pas de 

suivi 

9 61 M III Gauche Moyennement différencié Non 

10 66 M IV Droit Mucineux Non 

11 74 M I Rectum Moyennement différencié Non 

12 73 M I Rectum Mucineux Non 

13 84 F II Rectum Moyennement différencié Non 

14 84 M II Droit Moyennement différencié Non 

15 92 F IV Droit Moyennement différencié 

avec composante 

Décès 

post-
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mucineuse opératoire 

16 85 M IV Droit Moyennement différencié Pas de 

suivi 

17 76 M IV Droit Moyennement différencié 

avec composante 

mucineuse 

Oui 

18 67 M III Gauche Moyennement différencié Oui 

19 45 F IV Rectum Peu différencié Oui 

20 81 F IV Droit Moyennement différencié Décès 

post-

opératoire 

Patient Age Sexe Localisation 

1 70 M Gauche 

2 57 M Gauche 

3 57 F Gauche 

4 63 F Gauche 

5 44 F Gauche 

6 64 M Gauche 

7 50 M Gauche 

8 75 M Gauche 

9 79 F Rectum 

10 81 F Gauche 

11 47 F Gauche 

 

Les ARN de ces différents tissus ont été extraits et utilisés pour quantifier l’expression des 

gènes par qRT-PCR. Nous n’avons pas observé de différences significatives entre 

l’expression des différents gènes de sialyltransférases (ST3GAL1, ST3GAL2, ST3GAL3, 

ST3GAL4 and ST3GAL6), de Gal-3-O-sulfotransférases (GAL3ST2, GAL3ST3 and GAL3ST4) et 

de la core 3 synthétase entre les contrôles sains et la muqueuse des marges de résection 

(Figure 20). Les variations inter-individuelles sont importantes pour l’expression des 

différents gènes, à la fois dans les contrôles sains et la muqueuse des marges de résection. 

L’expression de tous les gènes de Gal-3-O-sulfotransférases et des gènes de 

sialyltransférases ST3GAL3, ST3GAL4 et ST3GAL6 est significativement diminuée dans les 

échantillons tumoraux par rapport aux marges de résection appariées, alors que 

l’expression des gènes ST3GAL1, ST3GAL2 et de la core 3 synthétase n’est pas affectée 

(Figure 20). L’expression diminuée des gènes de Gal-3-O-sulfotransférases pourrait 

expliquer la diminution du taux de sulfatation observée dans les tumeurs par rapport aux 

marges de résection et aux contrôles sains. 
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Témoins/marges de résection : ns (p = 0,2963) 

Marges de résection /tumeurs : p = 0.03878   

 

 

Témoins/marges de résection : ns (p = 0,1138)  

Marges de résection /tumeurs : p =0,0544  
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Témoins/marges de résection : ns (p = 0,5968) 

Marges de résection /tumeurs : p = 0,0364  

 

 

Témoins/marges de résection : ns (p =0,8027)  

Marges de résection /tumeurs : ns (p = 0.0854)  
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Témoins/marges de résection : ns (p = 0,8354) 

Marges de résection /tumeurs : ns (p = 0,091)  

 

 

Témoins/marges de résection : ns (p =0,5265176)  

Marges de résection /tumeurs : p = 0,0050  
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Témoins/marges de résection : ns (p =0,1196)  

Marges de résection /tumeurs : p = 0,0297  

 

 

Témoins/marges de résection : ns (p = 0,2930)  

Marges de résection /tumeurs : p = 0,0123  
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Témoins/marges de résection : ns (p =0.452) 

Marges de résection /tumeurs : ns (p =0.059)  

 

Figure 20. Expression des gènes de Gal-3-O-sulfotransférases (GAL3ST2, GAL3ST3, GAL3ST4), 

d’α2,3-sialyltransférases (ST3GAL1, ST3GAL2, ST3GAL3, ST3GAL4, ST3GAL6) et de la core 3 

synthétase dans les tumeurs coliques, les marges de résection appariées (n = 20), et les 

contrôles sains (n = 11).   

(* : p<0.05 ; ns : non significatif) 

 

2.3. Comparaison de l’expression des gènes de Gal-3-O-

sulfotransférases, d’α2,3-sialyltransférases et de la core 

3 synthétase selon le stade TNM des tumeurs 

colorectales 
 

Dans notre étude, 2 patients présentaient un cancer colorectal au stade I, 6 patients avaient 

un CCR de stade II, 4 patients avaient un CCR de stade III, et 8 avaient un CCR de stade IV.  

L’analyse par qPCR de l’expression des α2,3-sialyltransférases ,des Gal-3-O-sulfotransférases 

et de la core 3 synthétase dans les tumeurs de stades TNM 2, 3 et 4 démontre à nouveau 

une hétérogénéité prononcée entre les différents patients, mais aucune variation 

significative de l’expression de ces gènes entre les différents stades TNM (Figure 21).   
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II/III : ns (p=0.297); II/IV: ns (p =0.168); III/IV: ns (p=0.966)  

 

 

II/III : ns (p=0.402); II/IV: ns (p =0.389); III/IV: ns (p=0.492)  
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II/III : ns (p=0.319); II/IV: p =0.053; III/IV: ns (p=0.706)  

 

 

 

II/III : ns (p=0.725); II/IV: ns (p =0.213); III/IV: ns (p=0.147)  
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II/III : ns (p=0.561); II/IV: ns (p =0.338); III/IV: ns (p=0.844)  

 

 

II/III : ns (p=0.455); II/IV: ns (p =0.653); III/IV: ns (p=0.720)  
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II/III : ns (p=0.590); II/IV: ns (p =0.256); III/IV: ns (p=0.142)  

 

 

II/III : ns (p=0.371); II/IV: ns (p =0.321); III/IV: ns (p=0.740)  
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II/III : ns (p=0.505); II/IV: ns (p =0.449); III/IV: ns (p=0.224)  

 

Figure 21. Expression des gènes de Gal-3-O-sulfotransférases (GAL3ST2, GAL3ST3, GAL3ST4), 

d’α2,3-sialyltransférases (ST3GAL1, ST3GAL2, ST3GAL3, ST3GAL4, ST3GAL6) et de la core 3 

synthétase dans les tumeurs coliques de différents stades TNM (n=2 pour le stade 2 ; n=4 

pour le stade 3 ; n = 8 pour le stade 4).  

(* : p<0.05 ; ns : non significatif) 

 

2.4.  Comparaison de l’expression des gènes de Gal-3-O-

sulfotransférases, d’α2,3-sialyltransférases et de la core 

3 synthétase selon la récidive. 
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d’utiliser le niveau d’expression de certaines glycosyl- ou sulfotransférases pour prédire 

cette récidive. 

L’expression des gènes d’α2,3-sialyltransférases, de Gal-3-O-sulfotransférases et de la Core 

3 synthétase a été comparée dans les tumeurs qui ont récidivé ou non, ainsi que dans les 
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montré aucune différence significative d’expression entre les deux catégories de tumeurs et 

de zones de résection (Figure 22). 

 

Marges de résection : Récidive/Sans récidive : ns (p = 0.130) 

Tumeurs : Récidive/Sans récidive : ns (p = 0.217) 

 

 

Marges de résection : Récidive/Sans récidive : ns (p = 0.764) 

Tumeurs : Récidive/Sans récidive : ns (p = 0.704) 
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Marges de résection : Récidive/Sans récidive : ns (p = 0.472) 

Tumeurs : Récidive/Sans récidive : ns (p = 0.949) 

 

 

Marges de résection : Récidive/Sans récidive : ns (p = 0.347) 

Tumeurs : Récidive/Sans récidive : ns (p = 0.707) 
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Marges de résection : Récidive/Sans récidive : ns (p = 0.165) 

Tumeurs : Récidive/Sans récidive : ns (p = 0.555) 

 

 

Marges de résection : Récidive/Sans récidive : ns (p = 0.191) 

Tumeurs : Récidive/Sans récidive : ns (p = 0.429) 
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Marges de résection : Récidive/Sans récidive : ns (p = 0.294) 

Tumeurs : Récidive/Sans récidive : ns (p = 0.390) 

 

 

Marges de résection : Récidive/Sans récidive : ns (p = 0.104) 

Tumeurs : Récidive/Sans récidive : ns (p = 0.700) 
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Marges de résection : Récidive/Sans récidive : ns (p = 0.262) 

Tumeurs : Récidive/Sans récidive : ns (p = 0.254) 

Figure 22. Expression des gènes de Gal-3-O-sulfotransférases (GAL3ST2, GAL3ST3, GAL3ST4), 

d’α2,3-sialyltransférases (ST3GAL1, ST3GAL2, ST3GAL3, ST3GAL4, ST3GAL6) et de la core 3 

synthétase dans les tumeurs coliques et les marges de résection provenant de patients ayant 

récidivé avant 5 ans (n = 6) ou pas (n = 10).  

 

2.5. Conclusion de cette étude. 
 

Nous avons montré que l’expression de tous les gènes de Gal-3-O-sulfotransférases est 

significativement et fortement diminuée dans les échantillons tumoraux par rapport aux 

marges de résection appariées, ce qui pourrait expliquer la diminution du taux de 

sulfatation observée dans les tumeurs par rapport aux marges de résection et aux contrôles 

sains.  

L’expression du gène codant la Core 3 synthétase a tendance à diminuer dans les tumeurs 

par rapport aux marges de résection (p = 0.059), ce qui est en corrélation avec la diminution 

des structures glycanniques basées sur un core 3 dans les tumeurs coliques. Néanmoins, ces 

résultats devront être confirmés en incluant un plus grand nombre de patients. Une étude 

de l’expression de la Core 1 synthétase est en cours et semble nécessaire pour mieux 

comprendre la diminution des structures basées sur un core 3 et l’augmentation 

concomitante des structures basées sur un core 1 dans les mucines de tumeurs coliques. 
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Aucune différence significative d’expression des gènes étudiés n’a été détectée entre les 

marges de résection et les témoins sains, ni entre les tumeurs de différents stades TNM, ou 

entre les tumeurs ayant récidivé ou non. Une étude incluant un nombre de cas plus 

important est là aussi nécessaire pour confirmer les résultats obtenus. 
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3ème partie – Modifications d’expression et de localisation de 

DMBT1 (deleted in malignant brain tumor 1) dans le cancer 

colorectal 
 

3.1. Démarche expérimentale 

Afin de mieux appréhender le rôle de DMBT1 dans la carcinogenèse colique, nous avons 

décidé d’étudier son expression et sa localisation (1) dans des tumeurs colorectales, les 

muqueuses non-tumorales de voisinage et à distance ainsi que dans les adénomes, les 

métastases ganglionnaires et hépatiques quand elles étaient disponibles pour les mêmes 

patients, (2) dans différents polypes et leur muqueuse de voisinage appariée, et (3) au 

niveau de la muqueuse saine de patients opérés pour diverticulose colique et considères 

comme témoins sains. Tous les patients ont été traités aux hôpitaux Saint Philibert et Saint 

Vincent du GHICL. Les informations les concernant sont résumées dans le tableau 12. 

Les études ont été réalisées par immunohistochimie sur coupes de tissus fixées en paraffine 

avec anticorps mono- et polyclonal dirigés contre DMBT1. Nous avons ensuite cherché à 

corréler les données obtenues avec différents paramètres :  

- pour les tumeurs : le stade TNM, la survie, l’état de différenciation des tumeurs, la 

présence ou non d’une composante mucineuse, la présence d’instabilités 

microsatellitaires, la survie. 

- pour les polypes : le type et la taille du polype, le degré de différenciation (bas ou 

haut grade pour les adénomes) 

Nous avons également comparé l’expression au niveau des adénomes des patients avec et 

sans cancer colique associé.  

Pour les patients avec cancer pour lesquels nous disposions du tissu frais congelé, une 

comparaison entre l’expression de DMBT1 en immunohistochimie et l’expression de son 

gène par technique de RT-qPCR a été réalisée.  
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Tableau 12 : Caractéristiques cliniques des échantillons tumoraux (et de leur marge de 

résection appariée), polypes et témoins utilisés dans cette étude.  

Echantillons tumoraux 
Patient Age Sexe Stade 

TNM 

Localisation Etat de 

différenciation 

Récidive Tissu frais 

disponible 

1 46 F III Droit Peu différencié Non Oui 

2 54 F II Droit Moyennement 

différencié 

Non Oui 

3 96 M II Transverse Moyennement 

différencié avec 

composante mucineuse 

Oui Oui 

4* 69 M IV Droit Moyennement 

différencié 

Oui Oui 

5 63 F II Transverse Moyennement 

différencié avec 

composante mucineuse 

Non Oui 

6 66 F II Droit Bien différencié Non Oui 

7* 81 F III Gauche Moyennement 

différencié avec 

composante mucineuse 

Oui Oui 

8 80 M IV Droit Peu différencié Pas de suivi Oui 

9* 61 M III Gauche Moyennement 

différencié 

Non Oui 

10 66 M IV Droit Mucineux Non Oui 

11* 74 M I Rectum Moyennement 

différencié 

Non Oui 

12 73 M I Rectum Mucineux Non Oui 

13* 84 F II Rectum Moyennement 

différencié 

Non Oui 

14* 84 M II Droit Moyennement 

différencié 

Non Oui 

15* 92 F IV Droit Moyennement 

différencié avec 

composante mucineuse 

Décès post-

opératoire 

Oui 

16* 85 M IV Droit Moyennement 

différencié 

Pas de suivi Oui 

17 76 M IV Droit Moyennement 

différencié avec 

composante mucineuse 

Oui Oui 

18 67 M III Gauche Moyennement 

différencié 

Oui Oui 

19 45 F IV Rectum Peu différencié Oui Oui 

20 81 F IV Droit Moyennement 

différencié 

Décès post-

opératoire 

Oui 

21 84 M II Gauche Moyennement 

différencié 

Oui Non 

22 78 F III Droit Moyennement 

différencié avec 

composante mucineuse 

Oui Non 

23 80 M IV Droit Moyennement 

différencié 

Oui Non 

24 81 F III Droit Peu différencié Oui Non 

25* 58 M II Gauche Moyennement 

différencié 

Non Non 

26* 66 M II Gauche Moyennement 

différencié 

Non Non 
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27 52 F II Transverse Moyennement 

différencié avec 

composante mucineuse 

Pas de suivi Non 

28 78 F II Droit Moyennement 

différencié 

Non Non 

29 75 M IV Droit Moyennement 

différencié 

Pas de suivi Non 

30 75 M III Rectum Moyennement 

différencié 

Non Non 

31 80 M III Droit Mucineux Non Non 

32 80 F II Rectum Peu différencié Pas de suivi Non 

33 78 M I Gauche Bien différencié Décès post-

opératoire 

Non 

34 67 M III Gauche Moyennement 

différencié 

Non Non 

35 58 F II Gauche Moyennement 

différencié 

Non Non 

36 69 M IV Droit Moyennement 

différencié avec 

composante mucineuse 

Non Non 

37 78 M IV Droit Moyennement 

différencié 

Non Non 

38 76 F II Gauche Moyennement 

différencié 

Non Non 

39 82 F II Gauche Moyennement 

différencié 

Oui Non 

40 72 F II Gauche Bien différencié Oui Non 

41 77 M II Gauche Bien différencié avec 

composante mucineuse 

Non Non 

42 82 M IV Gauche Bien différencié avec 

composante mucineuse 

Décès post-

opératoire 

Non 

43 36 F III Gauche Moyennement 

différencié 

Non Non 

44 58 M IV Gauche Bien différencié Oui Non 

45 55 M III Gauche Bien différencié avec 

composante mucineuse 

Pas de suivi Non 

46* 81 M II Droit Moyennement 

différencié 

Pas de suivi Non 

47 58 M IV Rectum Moyennement 

différencié 

Non Non 

48* 55 F III Droit Peu différencié Non Non 

49 78 F II Droit Moyennement 

différencié avec 

composante mucineuse 

Non Non 

50* 64 M III Gauche Moyennement 

différencié 

Décès post-

opératoire 

Non 

51 44 M I Gauche Moyennement 

différencié 

Pas de suivi Non 

52 54 M III Droit Bien différencié Pas de suivi Non 

53 45 M II Gauche Moyennement 

différencié 

Oui Non 

54 67 M III Gauche Moyennement 

différencié 

Non Non 

55 79 M III Gauche Moyennement 

différencié 

Oui Non 

56 74 F II Droit Moyennement 

différencié avec 

Non Non 
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composante mucineuse 

57 86 F III Rectum Peu différencié Pas de suivi Non 

58* 72 M IV Rectum Moyennement 

différencié 

Non Non 

59 54 M IV Rectum Bien différencié Non Non 

60 72 M III Droit Moyennement 

différencié 

Oui Non 

61* 79 M IV Gauche Moyennement 

différencié 

Décès post-

opératoire 

Non 

62 72 M IV Gauche Moyennement 

différencié avec 

composante mucineuse 

Non Non 

63 72 M II Droit Moyennement 

différencié 

Non Non 

64 69 F IV Gauche Moyennement 

différencié 

Décès post-

opératoire 

Non 

65* 72 M III Droit Moyennement 

différencié 

Oui Non 

66 88 M III Droit Peu différencié Oui Non 

67 55 M III Rectum Moyennement 

différencié 

Oui Non 

68 46 M II Droit Moyennement 

différencié avec 

composante mucineuse 

Décès post-

opératoire 

Non 

69 70 M I Gauche Bien différencié Non Non 

Echantillons polypes 

Patient Age Sexe Taille 
(mm) 

Localisation Type de polype Muqueuse saine de 
voisinage disponible 

4* 69 M 9 Droit Adénome tubuleux de 

bas grade 

Oui 

7* 81 F 2 Gauche Adénome tubuleux de 

bas grade 

Oui 

9* 61 M 19 Gauche Adénome tubulovilleux 

de bas grade 

Oui 

11* 74 M 3 Rectum Adénome tubuleux de 

bas grade 

Oui 

13* 84 F 6 Rectum Adénome tubuleux de 

bas grade 

Oui 

14* 84 M 16 Droit Adénome tubuleux de 

bas grade 

Oui 

15* 92 F 5 Droit Adénome tubuleux de 

bas grade 

Oui 

16* 85 M 9 Droit Adénome tubuleux de 

bas grade 

Oui 

25* 58 M 11 Gauche Adénome tubuleux de 

bas grade 

Oui 

26* 66 M 6 Gauche Adénome tubulovilleux 

de bas grade 

Oui 

46* 81 M 3 Droit Adénome villeux de bas 

grade 

Oui 

48* 55 F 3 Droit Adénome tubuleux de 

bas grade 

Oui 

50* 64 M 10 Gauche Adénome tubulovilleux 

de bas grade 

Oui 

58* 72 M 11 Rectum Adénome tubulovilleux 

de bas grade 

Oui 

61* 79 M 10 Gauche Adénome tubuleux de Oui 
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bas grade 

65* 72 M 6 Droit Adénome tubulovilleux 

de bas grade 

Oui 

70 79 F 14 Droit Adénome tubulovilleux 

avec foyer d’ADK intra-

muqueux 

Non 

71 84 F 35 Rectum Adénome tubulovilleux 

avec foyer d’ADK intra-

muqueux 

Oui 

72 60 M 15 Gauche Adénome tubulovilleux 

avec foyer d’ADK intra-

muqueux 

Non 

73 87 F 11 Gauche Adénome tubulovilleux 

avec foyer d’ADK intra-

muqueux 

Oui 

74 77 M 20 Droit Adénome villeux avec 

foyer d’ADK intra-

muqueux 

Non 

75 60 F 15 Droit Adénome villeux avec 

foyer d’ADK intra-

muqueux 

Oui 

76 71 F 10 Gauche Adénome villeux avec 

foyer d’ADK intra-

muqueux 

Oui 

77 102 F 20 Rectum Adénome villeux avec 

foyer d’ADK intra-

muqueux 

Oui 

78 56 F 25 Rectum Adénome villeux avec 

foyer d’ADK intra-

muqueux 

Oui 

79 78 M 15 Gauche Adénome villeux avec 

foyer d’ADK intra-

muqueux 

Oui 

80 72 M 15 Gauche Adénome tubuleux de 

bas grade 

Oui 

81 57 M 10 Gauche Adénome tubuleux de 

bas grade 

Oui 

82 60 M 15 Droit Adénome tubulovilleux 

de haut grade 

Oui 

83 72 F 16 Gauche Adénome tubulovilleux 

de haut grade 

Oui 

84 43 M 18 Gauche Adénome tubulovilleux 

de haut grade 

Oui 

85 71 M 14 Gauche Adénome tubulovilleux 

de haut grade 

Oui 

86 80 M 40 Gauche Adénome tubulovilleux 

de haut grade 

Oui 

87 58 F 17 Gauche Adénome tubulovilleux 

de haut grade 

Non 

88 62 M 21 Gauche Adénome tubulovilleux 

de haut grade 

Oui 

89 49 M 10 Gauche Adénome tubulovilleux 

de haut grade 

Oui 

90 59 F 10 Gauche Adénome tubulovilleux 

de haut grade 

Non 

91 47 M 25 Rectum Adénome villeux de haut 

grade 

Oui 
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92 67 M 17 Droit Adénome villeux de haut 

grade 

Non 

93 61 M 12 Droit Adénome villeux de haut 

grade 

Oui 

94 79 M 50 Droit Adénome villeux de haut 

grade 

Oui 

95 62 M 20 Gauche Adénome villeux de haut 

grade 

Oui 

96 63 M 20 Gauche Adénome tubuleux de 

bas grade 

Oui 

97 65 F 12 Transverse Adénome tubuleux de 

bas grade 

Non 

98 64 M 12 Droit Adénome tubuleux de 

bas grade 

Non 

99 70 M 17 Gauche Adénome tubuleux de 

bas grade 

Oui 

100 61 M 9 Gauche Adénome tubuleux de 

bas grade 

Non 

101 80 M 20 Gauche Adénome tubulovilleux 

de bas grade 

Oui 

102 56 M 20 Rectum Adénome tubulovilleux 

de bas grade 

Oui 

103 50 M 10 Rectum Adénome tubulovilleux 

de bas grade 

Oui 

104 86 F 12 Droit Adénome tubulovilleux 

de bas grade 

Oui 

105 57 M 12 Gauche Adénome tubulovilleux 

de bas grade 

Oui 

106 83 M 10 Droit Adénome tubulovilleux 

de bas grade 

Oui 

107 64 F 20 Gauche Adénome tubulovilleux 

de bas grade 

Oui 

108 49 F 20 Rectum Adénome tubulovilleux 

de bas grade 

Oui 

109 56 M 15 Gauche Adénome tubulovilleux 

de bas grade 

Oui 

110 82 M 11 Droit Adénome tubulovilleux 

de bas grade 

Non 

111 76 F 12 Gauche Adénome tubulovilleux 

de bas grade 

Oui 

112 56 M 25 Gauche Adénome tubulovilleux 

de bas grade 

Oui 

113 60 M 10 Gauche Adénome tubulovilleux 

de bas grade 

Oui 

114 59 M 10 Non 

renseigné 

Adénome tubulovilleux 

de bas grade 

Oui 

115 76 M 11 Rectum Adénome tubulovilleux 

de bas grade 

Oui 

116 75 M 20 Gauche Adénome tubulovilleux 

de bas grade 

Oui 

117 56 M 20 Rectum Adénome tubulovilleux 

de bas grade 

Oui 

118 72 M 11 Gauche Adénome villeux de bas 

grade 

Oui 

119 58 F 20 Gauche Adénome villeux de bas 

grade 

Oui 

120 61 M 10 Gauche Adénome villeux de bas Oui 
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grade 

121 75 M 20 Rectum Adénome villeux de bas 

grade 

Oui 

122 58 M 17 Non 

renseigné 

Adénome festonné 

traditionnel 

Oui 

123 80 F 22 Gauche Adénome festonné 

traditionnel 

Oui 

124 74 M 7 Droit Adénome festonné 

traditionnel 

Oui 

125 45 M 8 Non 

renseigné 

Polype hyperplasique Non 

126 52 M 10 Gauche Polype hyperplasique Oui 

127 59 M 11 Rectum Polype hyperplasique Non 

128 51 M 15 Gauche Polype hyperplasique Non 

129 56 M 8 Rectum Polype hyperplasique Oui 

130 44 F 10 Gauche Polype hyperplasique Oui 

131 73 M 4 Gauche Polype hyperplasique Oui 

132 45 F 6 Gauche Polype hyperplasique Oui 

133 56 M 12 Gauche Polype hyperplasique Oui 

134 43 M 7 Gauche Polype hyperplasique Oui 

135 56 F 8 Droit Polype hyperplasique Oui 

136 57 F 7 Rectum Polype hyperplasique Oui 

137 77 F 2 Non 

renseigné 

Polype hyperplasique Oui 

138 68 F 9 Gauche Polype hyperplasique Non 

139 55 F 2 Rectum Polype hyperplasique Oui 

140 72 M 10 Gauche Polype hyperplasique Oui 

141 54 M 10 Droit Polype hyperplasique Oui 

142 75 M 10 Rectum Polype hyperplasique Oui 

143 74 M 10 Gauche Polype hyperplasique  Oui 

144 59 M 15 Gauche Polype mixte Oui 

145 80 F 13 Gauche Polype mixte Oui 

146 45 M 12 Gauche Polype mixte Oui 

147 62 F 11 Droit Adénome/polype sessile 

festonné 

Oui 

148 49 M 15 Gauche Adénome/polype sessile 

festonné 

Non 

149 53 M 10 Transverse Adénome/polype sessile 

festonné 

Oui 

150 80 M 8 Droit Adénome/polype sessile 

festonné 

Oui 

151 51 M 10 Droit Adénome/polype sessile 

festonné 

Oui 

152 64 M 9 Transverse Adénome/polype sessile 

festonné 

Oui 

153 57 M 19 Transverse Adénome/polype sessile 

festonné 

Oui 

154 51 F 12 Droit Adénome/polype sessile 

festonné 

Non 

Echantillons témoins   

Patient Age Sexe Localisation Tissu frais disponible  

1 70 M Gauche Oui   

2 57 M Gauche Oui   

3 57 F Gauche Oui   

4 63 F Gauche Oui   

5 44 F Gauche Oui   
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6 64 M Gauche Oui   

7 50 M Gauche Oui   

8 75 M Gauche Oui   

9 79 F Rectum Oui   

10 81 F Gauche Oui   

11 47 F Gauche Oui   

12 46 F Gauche Non   

13 73 M Gauche Non   

14 67 F Gauche Non   

15 60 F Gauche Non   

16 73 M Gauche Non   

17 79 F Gauche Non   

18 40 M Gauche Non   

19 49 F Gauche Non   

20 55 M Gauche Non   

21 67 F Gauche Non   

22 77 M Gauche Non   

23 67 F Gauche Non   

24 53 M Gauche Non   

25 61 M Gauche Non   

26 66 F Gauche Non   

27 46 F Gauche Non   

 

Les patients avec * disposent à la fois d’une lésion tumorale et d’un polype.  

ADK = adénocarcinome ; la localisation sigmoïdienne a été assimilée au côlon gauche et celle recto-

sigmoïdienne au rectum.  

 

3.2. Expression et localisation de DMBT1 

 

3.2.1. Expression et localisation de DMBT1 dans les côlons sains 

L’expression de DMBT1 au niveau de la muqueuse colique a été évaluée de manière semi-

quantitative et exprimée sous la forme de % de cellules marquées par rapport au volume 

cellulaire total comme indiqué dans le chapitre « Matériels et méthodes ». Elle est 

relativement faible dans les côlons sains, la moyenne calculée pour 27 patients choisis 

comme témoins étant de 19%. Les témoins sont des patients opérés pour diverticulose 

colique avec ou sans diverticulite associée, et un cas de prolapsus rectal. Les prélèvements 

ont été effectués au niveau des berges chirurgicales. L’âge moyen des témoins était de 61 

ans. 

Histologiquement la muqueuse colique est revêtue en surface et au niveau des cryptes par 

un épithélium muco-secrétant fait majoritairement de cellules caliciformes, avec quelques 

entérocytes intercalés visibles sur la coloration standard HES (Figure 23a). L’expression de la 

protéine DMBT1 au niveau de cet épithélium se fait de plusieurs façons : soit au niveau du 
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cytoplasme des entérocytes intercalés entre les cellules caliciformes au niveau des cryptes 

mais aussi au niveau de l’épithélium de surface (Figure 23b), soit elle s’exprime en position 

supra-nucléaire au niveau de toutes les cellules (Figure 23c). Parfois on détecte un 

marquage cytoplasmique au sein des cellules caliciformes avec, pour certaines cellules, un 

marquage au niveau des vacuoles du mucus (Figure 23d).  Pour certains cas le marquage 

hétérogène, avec focalement des zones fortement marquées comme dans la figure 23d. 

 
23a. Muqueuse colique histologiquement 

normale (HES 100x, 200x). 

 

 
23b. Marquage avec DMBT1 monoclonal – 

cellules entérocytaires marquées en surface et 

au niveau des cryptes (100x, 400x haut 

droite), avec parfois du mucus intra-luminal 

(200x bas droite). 

 

23c. Marquage avec DMBT1 polyclonal – 

marquage entérocytaire cytoplasmique au niveau 

des cryptes et supra-nucléaire au niveau des 

cellules caliciformes superficielles (200x). 

23d. Marquage avec DMBT1 monoclonal – 

marquage au niveau du cytoplasme des 

cellules caliciformes  (100x, 400x). 

Figure 23. Immunolocalisation de DMBT1 dans la muqueuse colique normale.  
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3.2.2. Expression et localisation de DMBT1 dans les tumeurs 

coliques 

 

Les groupes histologiques des tumeurs de notre série étaient l’adénocarcinome colique bien 

différencié (7 cas, Figure 24a), moyennement différencié (37 cas, Figure 24b), bien ou 

moyennement différencié avec composante mucineuse minoritaire (de moins de 50%) (15 

cas, Fig. 24c), l’adénocarcinome mucineux (8 cas) et l’adénocarcinome peu différencié (8 

cas, Figure 24d).  

24a. Adénocarcinome bien différencié (HES 

50x). 

24b. Adénocarcinome moyennement différencié 

(HES 50x, 400x). 

24c. Adénocarcinome moyennement 

différencié avec la composante mucineuse 

(HES, 50x). 

 

24d. Adénocarcinome peu différencié (HES 100x, 

400x). 

Figure 24. Coloration HES de coupes de tumeurs coliques provenant des différents groupes 

histologiques.  

 

L’expression de DMBT1 a été étudiée dans les tumeurs coliques présentant les différents 

types histologiques décrits précédemment. L’expression de DMBT1 au niveau tumoral était 

souvent hétérogène même au sein de la même tumeur, avec des zones plus exprimées que 
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d’autres (Figure 25). Aucune corrélation n’a pu être faite entre la localisation de la protéine 

et les différents groupes histologiques. Nous avons observé des cellules exprimant DMBT1 

de façon diffuse au niveau de tout le cytoplasme, d’autres avec des marquages ou 

renforcements supranucléaires ou alors un marquage ponctiforme non systématisé autour 

des noyaux, trahissant la perte de polarité de la cellule tumorale (Figure 26).  

 

 

25a. Marquage avec DMBT1 monoclonal : 

Adénocarcinome moyennement différencié 

(25x) : zone fortement marquée. 

 

 

25b. Marquage avec DMBT1 monoclonal : 

Adénocarcinome moyennement différencié 

(25x) : zone peu marquée (la même tumeur 

que 25a). 

 

25c. Marquage avec DMBT1 monoclonal : 

Adénocarcinome moyennement différencié 

avec composante mucosécretante (200x, 

400x) : marquage cytoplasmique plus ou moins 

exprimé au niveau des cellules avec marquage 

au niveau du mucus extracellulaire. 

 

25d. Marquage avec DMBT1 monoclonal : 

Adénocarcinome moyennement différencié 

avec composante mucosécretante (200, 

400x) : zone avec expression moins 

importante cytoplasmique et au niveau du 

mucus extracellulaire (la même tumeur que 

25c). 

Figure 25. Expression hétérogène de DMBT1 au sein des tumeurs. 
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26a. Marquage avec DMBT1 monoclonal : 

Adénocarcinome moyennement différencié 

avec composante mucosécretante 

(400x) marquage cytoplasmique et au niveau 

du mucus  intra-cytoplasmique avec 

renforcement supranucléaire. 

26b. Marquage avec DMBT1 monoclonal : 

Adénocarcinome peu différencié (400x) : 

marquage cytoplasmique non systématisé 

autour des noyaux. 

Figure 26. Immunolocalisation hétérogène de DMBT1 au niveau des cellules tumorales des 

différentes tumeurs. 

 

Le niveau d’expression de DMBT1 au niveau tumoral était lui aussi variable d’une tumeur à 

l’autre. Le pourcentage global d’expression variait de 0% à 93%, avec une moyenne de 27%. 

De même, au niveau du front d’invasion on observe une expression variable entre 0 et 98%, 

avec une moyenne de 17%. Cette différence d’expression entre la tumeur dans sa globalité 

et le front d’invasion est statistiquement significative (< 0,0001). Le pourcentage de cellules 

tumorales marquées par rapport à la globalité de cellules tumorales a été calculé pour 

chaque cas. 5 groupes différents ont été constitués, correspondant respectivement à 0-5%, 

6-25%, 26-50%, 51-75% et 76-100%. Nous avons ensuite calculé le pourcentage de cas dans 

chacun des groupes (Figure 27). La figure 27 nous montre que la répartition est très variable 

(Fig. 27a), avec une forte diminution vers le front d’invasion (Fig. 27b) et une augmentation 

au sein de la composante mucineuse des tumeurs, avec une moyenne de 64% (Fig. 27c).  
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27a.  27b. 27c. 

  

 

 

 

Figure 27. Niveau d’expression de DMBT1 au niveau tumoral.  

a) global, b) au niveau du front d’invasion, et c) la composante mucineuse des 

adénocarcinomes muco-sécrétants. 

 

3.2.3. Expression et localisation de DMBT1 dans la muqueuse de 

transition 

L’expression de DMBT1 au niveau de la muqueuse non-tumorale au voisinage de la tumeur 

était forte pour de nombreuses tumeurs avec une moyenne de 60% de cellules marquées. 

Environ 45% des cas expriment très fortement DMBT1 (plus de 75% de cellules marquées), 

ce qui est bien plus important qu’au niveau de la tumeur. Il a été montré une différence 

significative par rapport à l’expression au niveau tumoral (globale et partie profonde) avec 

un p<0,001. L’expression était soit supranucléaire soit au niveau basal, supranucléaire, 

membranaire et apical avec uniquement le centre du cytoplasme non-marqué (Figure 28).   

28a. 

 

 

 

28b. 

 

28c. 

 

 

Figure 28. Expression de DMBT1 au niveau de la muqueuse non tumorale à proximité.  

a) Expression forte pour la plupart des tumeurs ; b) Expression basale, supranucléaire, membranaire 

latérale et apicale, sans marquage cytoplasmique au niveau des vacuoles de mucus (50x, 

polyclonal) ; c) Expression supranucléaire (400x, polyclonal). 
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3.2.4. Expression et localisation de DMBT1 dans la muqueuse saine 

à distance 

Elle était variable d’un cas à l’autre avec une moyenne d’expression de 36%, plus élevée par 

rapport aux patients contrôle sans antécédents d’adénocarcinome qui présentaient en 

moyenne 19% de cellules marquées mais la différence n’est pas significative 

statistiquement, avec un p=1. Plus de la moitié des cas présentaient un niveau d’expression 

faible (moins de 25% de cellules marquées), donc similaire aux patients « contrôle ». 

Cependant 18% des cas exprimaient plus de 75 % de cellules marquées, avec une expression 

similaire à celle de la muqueuse de transition (Figure 29).  

29a. 

 

 

 

29b.  29c.  

Figure 29. Expression de DMBT1 au niveau de la muqueuse non tumorale à distance.  

a) Niveau d’expression variable dans la muqueuse colique à distance ; b) Forte expression de DMBT1 

à distance comparable à celle de la muqueuse non tumorale à proximité (100x, polyclonal) ; c) 

Expression de DMBT1 à distance comparable à celle de la muqueuse saine des patients sans 

carcinome colique (X200, polyclonal). 

 

3.2.5. Expression et localisation de DMBT1 dans les adénomes des 

patients avec tumeur 

La plupart des adénomes inclus dans cette étude expriment fortement DMBT1, avec un 

pourcentage variant de 18 à 100% d’expression de la protéine sur la coupe, pour une 

moyenne de 69%. Plus de la moitié expriment DMBT1 à plus de 75% de marquage. 

L’expression de DMBT1 est majoritairement retrouvée au niveau cytoplasmique ou au 

niveau basal, supranucléaire, membranaire latéral et apical, sans marquage au niveau du 

cytoplasme, comme décrit précédemment au niveau de la muqueuse de transition à 

proximité de l’adénocarcinome (Figure 30). Focalement il a été retrouvé également une 

expression ponctiforme supranucléaire comme décrit précédemment au niveau tumoral et 

au niveau de la muqueuse non tumorale à proximité. L’expression de DMBT1 au niveau des 

adénomes est plus importante qu’au niveau des tumeurs, avec une différence 
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statistiquement significative (p<0,001). Il existe également une différence d’expression 

statistiquement significative par rapport à la muqueuse saine à proximité des adénomes 

(p<0,004) et à distance (p<0,003).  

30a. 

 

 

 

30b. 

 

30c. 

 

Figure 30. Expression de DMBT1 au niveau des adénomes.  

a) Forte expression avec 50% de cas à plus de 75% de cellules marquées; 1b) Adénome HES 2,5x, 

200x ; c) DMBT1 – forte expression cytoplasmique ou au niveau membranaire latéral, basal, apical, 

sans marquage cytoplasmique central (100x, monoclonal).   

 

3.2.6. Expression et localisation de DMBT1 dans les métastases 

ganglionnaires 

L’expression était assez faible, avec une moyenne d’expression de 9% et une différence 

statistiquement significative par rapport à la tumeur primitive (p<0,0001). La localisation 

était cytoplasmique diffuse ou sous forme d’amas non-systématisés ou ponctiforme péri-

nucléaire (Figure 31).   

31a. 

 

 31b.  31c.  

 

 

Figure 31. Expression de DMBT1 au niveau des métastases ganglionnaires. 

 a) Niveau d’expression variable, en général basse, dans les métastases ganglionnaires ; b) Métastase 

ganglionnaire HES 25X ; c) Expression de DMBT1 monoclonal quasi absente (100x) avec expression 

focale intracytoplasmique de DMBT1 polyclonal pour le même cas (400x, bas droite). 
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3.2.7. Expression et localisation de DMBT1 dans les métastases à 

distance 

L’expression de DMBT1 était plutôt faible avec une moyenne de 21%, sans différence 

significative par rapport aux tumeurs (p=0,31) mais le faible nombre de patients biopsiés ne 

permet pas de formuler une conclusion définitive. La localisation cellulaire de la protéine est 

superposable à celle de la tumeur primitive, avec souvent un marquage intracytoplasmique 

(Figure 32). 

32a.

 
 

32b. 

 

32c. 

 

Figure 32. Expression de DMBT1 au niveau des métastases hépatiques. 

 a) Faible expression de DMBT1 ; b) Métastase hépatique (HES x100). Parenchyme hépatique à 

gauche, tumeur à droite. c) DMBT1 polyclonal au niveau de la métastase hépatique, expression 

cytoplasmique (x200). 

 

La figure 33 synthétise l’expression de DMBT1 au niveau des différentes localisations. On 

retrouve la présence d’une corrélation moyenne entre l’expression de DMBT1 au niveau 

tumoral vs ganglionnaire (ρ = 0,57), et une corrélation élevée vs le niveau tumoral profond 

(ρ = 0,87). Cette corrélation élevée se vérifie notamment pour le carcinome moyennement 

différencié (p<0,0001), sans nette différence pour le carcinome bien différencié (p=0,14) ou 

les adénocarcinomes muci-sécrétants (p=0,12), avec une différence proche de la 

significativité pour les adénocarcinomes peu différenciés (p=0,07).  
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Tumeur globale/front d’invasion : p<0,0001 

Tumeur globale/muqueuse de proximité : p<0,0001 

Tumeur globale/muqueuse à distance : p=0,01 

Tumeur globale/adénomes : p=0,001 

Tumeur globale/métastases ganglionnaires : p<0,0001 

Tumeur globale/métastases à distance : ns (p=0,31) 

Adénomes/muqueuse à distance : p=0,003 

Muqueuse à distance /témoins sains : ns (p=1) 

Figure 33. Expression de DMBT1 au niveau des différentes localisations.  

(* : p<0,05 ; ** : p<0,005 ; *** : p<0,0005 ; ns = non significatif) 

 

 

3.2.8. Corrélation entre l’expression de DMBT1 et l’état de 

différenciation et/ou la présence d’une composante 

mucineuse dans la tumeur 

D’après la Figure 34, le niveau d’expression de DMBT1 est plus élevé au niveau des 

adénocarcinomes mucosécrétants (adénocarcinomes bien ou moyennement différenciés 

avec composante mucineuse et adénocarcinomes mucineux). Ce résultat n’est pas 

surprenant puisque DMBT1 est une mucine-like co-sécrétée avec les mucines. Il semble 

aussi plus élevé dans les adénocarcinomes bien différenciés, ce qui peut s’expliquer par la 

présence plus fréquente d’une composante adénomateuse en bordure de la lésion tumorale 
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exprimant de façon plus importante DMBT1. L’étude statistique montre une différence 

significative notamment entre le groupe avec composante mucineuse vs moyennement 

différencié (p=0,01). 

 

 

 

Adénocarcinome moyennement différencié/Adénocarcinome muco-sécrétant : p=0,01 

Figure 34. Expression de DMBT1 en fonction de l’état de différenciation et/ou la présence 

d’une composante mucineuse au sein de la tumeur.  

 

3.2.9. Corrélation entre l’expression de DMBT1 et le stade TNM 

Comme le montre la figure 35, le niveau d’expression de DMBT1 dans les tumeurs coliques 

ne peut être corrélé au stade TNM (p=0,11). Le stade I semble exprimer moins de DMBT1 

mais nous n’avons eu que cinq cas, ce qui est insuffisant pour tirer de réelles conclusions. Il 

semble augmenter pour le stade II avec 34,5% des cas exprimant plus de 50% pour diminuer 

ensuite pour le stade III avec 15% des cas exprimant plus de 50% et le stade IV avec 10%.  
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Figure 35. Expression de DMBT1 dans les tumeurs coliques en fonction du stade TNM.  

Le nombre total de cas pour chaque stade est indiqué dans la légende. Il n’est pas observé de 

différence significative entre les stades : p=0,11.  

 

 

3.2.10. Expression et localisation de DMBT1 dans les polypes 

Les résultats concernant l’expression de DMBT1  au niveau de différents polypes sont 

synthétisés dans la Figure 36.  
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Polype hyperplasique/Adénome conventionnel avec dysplasie de haut grade : p=0,0037 

Polype hyperplasique/ Adénome avec foyer(s) d’ADK intra-muqueux : p=0 ,0094 

Adénome-polype sessile festonné / Adénome conventionnel avec dysplasie de haut grade : p=0,002 

Adénome-polype sessile festonné/ Adénome avec foyer(s) d’ADK intra-muqueux : p=0,0086 

 Figure 36. Expression de DMBT1 au niveau des différents polypes.  

(* : p<0,05 ; ** :p<0,005 ; ADK = adénocarcinome) 

 

On observe ainsi une différence d’expression entre les polypes hyperplasiques et les 

adénomes/polypes sessiles festonnés d’un côté et les adénomes conventionnels 

notamment de haut grade avec ou sans foyer(s) d’adénocarcinome intramuqueux de l’autre 

côté, avec une signification statistique (p < 0,05). Pour les premiers polypes mentionnés, on 

observe souvent un marquage plus intense au fond des cryptes, notamment pour les 

adénomes/polypes sessiles festonnés, avec parfois une expression étendue vers la surface 

des cryptes notamment pour les polypes hyperplasiques (Figure 37). 

 

 

 

 

** 

* 

** 

* 



   

153 

 

 

36a.

 

36b. 

36c.  36d. 

Figure 37. Localisation de l’expression de DMBT1 au niveau des polypes hyperplasiques et 

les adénomes/polypes sessiles festonnés.  

a) Polype hyperplasique HES (25x), b) DMBT1 monoclonal polype hyperplasique (25x, 100xbas 

droite, 400x haut droite), c) Adénome/polype sessile festonné HES (25x), d) DMBT1 monoclonal 

adénome/polype sessile festonné (25x, 100x) 

 

Concernant les adénomes conventionnels, l’expression est assez hétérogène, avec des zones 

de plus forte expression que d’autres d’un polype à l’autre, et aussi au sein du même 

polype, avec une moyenne d’expression de 32% pour les adénomes de bas grade, de 42% 

pour les adénomes de haut grade et de 43,7% au niveau des adénomes avec foyer(s) 

d’adénocarcinome intramuqueux. La différence d’expression entre ces 3 groupes n’est pas 

significative. Les adénomes festonnés traditionnels semblent aussi exprimer DMBT1 de 

façon significative, contrairement aux polypes mixtes qui semblent avoir une expression 

plus proche du premier groupe des polypes hyperplasiques et sessiles festonnés, mais le 
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faible nombre d’échantillons ne permet pas de l’affirmer avec certitude. Néanmoins on peut 

constater que l’apparition de la dysplasie au sein du polype entraine une surexpression de 

DMBT1.  

Par rapport à la muqueuse saine de voisinage, on observe une nette différence d’expression 

statistiquement significative uniquement pour les adénomes de bas grade (p=0,01) (Figure 

38). Pour ceux-ci on retrouve également une expression significativement plus basse au 

niveau de la muqueuse de voisinage par rapport au témoins (p=0,02).  

 

Adénome avec dysplasie de bas grade/muqueuse voisine : p=0,01 

Adénome avec dysplasie de bas grade/Témoins : p=0,02 

Figure 38. Expression de DMBT1 au niveau des adénomes avec dysplasie de bas grade par 

rapport à la muqueuse saine de voisinage et aux témoins sains.  

(* : p<0,05) 

 

En comparant les médianes pour chaque groupe de polypes, on observe qu’il existe des 

différences importantes pour d’autres groupes de polypes que les adénomes de bas grade, 

notamment les adénomes conventionnels avec dysplasie de haut grade avec ou sans 

foyer(s) d’adénocarcinome intramuqueux mais le test statistique manque de puissance car 

les effectifs sont faibles (Figure 39). 
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Adénomes de haut grade/muqueuse voisine : ns (p=0,17) 

Adénomes avec foyers(s) d’adénocarcinome intramuqueux/muqueuse voisine : ns (p=0,23) 

Figure 39. Expression de DMBT1 au niveau des adénomes avec dysplasie de haut grade +/- 

foyer(s) d’adénocarcinome intramuqueux.  

(ns : non significatif). 

 

Par rapport à la taille, tous polypes confondus, il n’a pas été observé de corrélation entre 

l’expression de DMBT1 et la taille du polype. Par contre, en analysant la corrélation de 

manière séparée en fonction du groupe histologique de la lésion, on note que la taille du 

polype est fortement corrélée à l’expression de DMBT1 pour les adénomes conventionnels + 

foyer(s) d’adénocarcinomes intramuqueux (ρ = 0,85), les polypes hyperplasiques (ρ = 0,7) et 

les adénomes/polypes sessiles festonnés (ρ = 0,67).  

Aucune différence statistiquement significative n’a été observée par groupe de polypes en 

fonction de la localisation ou du sous-type histologique (pour les adénomes : tubuleux, 

tubulovilleux ou villeux), certainement du fait d’effectifs trop faibles.  

Etant donné les modifications observées lors de la séquence muqueuse saine – adénome – 

carcinome, nous avons comparé l’expression de DMBT1 au niveau des adénomes des 

patients avec tumeurs versus sans tumeurs. Pour ces derniers nous avons pris en compte 

uniquement les adénomes avec dysplasie de bas grade pour pouvoir effectuer une 

comparaison pertinente, car tous les adénomes retrouvés chez les patients avec tumeurs 

ns ns 
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étaient de bas grade. Nous avons constaté une expression plus forte, significative (p=0,002) 

au sein des adénomes de patients avec tumeurs par rapport aux autres (Figure 40). 

 

Adénomes (patients avec cancer)/muqueuse de voisinage : p=0,004 

Adénomes (patients avec cancer)/muqueuse à distance : p=0,003 

Adénomes (patients avec cancer)/ adénomes (patients sans cancer) : p=0,0002          

Adénomes (patients sans cancer)/ muqueuse de voisinage : p=0,01 

Adénomes (patients sans cancer)/témoins sains : p=0,02 

Figure 40. Expression de DMBT1 au niveau des adénomes des patients ayant des tumeurs 

(avec la muqueuse saine de voisinage et à distance – premier groupe) versus les patients 

sans tumeurs (avec la muqeuse de voisinage et les témoins sains – 2ème groupe). 

(* : p<0,05 ; ** : p<0,005 ; p<0,0005) 

 

L’expression au sein des adénomes est assez hétérogène avec des zones plus marquées, 

notamment en surface et d’autres moins marquées (Figure 41). La localisation du marquage 

au niveau cellulaire est comparable à celle observée pour les adénomes des patients ayant 

un cancer. Il n’est pas observé une différence de distribution cellulaire du marquage en 

fonction du degré de dysplasie.  
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41a. 41b. 

41c. 

 

41d. 

41e. 

Figure 41. Expression de DMBT1 dans les adénomes. 

 a) Expression hétérogène de DMBT1 avec des zones moins marquées au niveau des zones de 

dysplasie de bas grade (haut à gauche) et plus marquées au niveau des zones de dysplasie de haut 

grade (bas à droite) (25x) ; b), c) et d) expression hétérogène au sein d’un adénome de haut grade  

avec foyer de carcinome intramuqueux (b, 25x): des zones de dysplasie modérée fortement 

marquées (c, 100x) et des zones de haut grade avec des aspects carcinomateux in-situ très peu 

marquées (d, 100x) ; e) adénome avec dysplasie de bas grade montrant un marquage cytoplasmique 

avec renforcement supra-nucléaire et apical (100x, 400x). 
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Au niveau des polypes mixtes, on constate une expression plus forte au sein de la 

composante adénomateuse et moins étendue au niveau de la composante hyperplasique 

(Figure 42). 

41a. 

 

41b. 41c. 

Figure 42. Expression de DMBT1 au niveau d’un polype mixte.  

a) HES 100x, b) zone adénomateuse (200x) plus marquée avec DMBT1 que la zone hyperplasique c) 

(200x). 

 

 

3.3. Corrélation entre l’expression de DMBT1 et la survie  
 

Deux approches ont été réalisées. La première approche consiste à grouper les patients en 

plusieurs classes en fonction du % d’expression de DMBT1 au niveau tumoral global afin 

d’étudier la survie en fonction de ceux-ci. Pour cela, nous visualisons la distribution de cette 

donnée à l’aide de l’histogramme représenté dans la figure 43. 

 

Figure 43. Histogramme du % de cellules marquées par DMBT1 au niveau tumoral. 
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Au vu de cette répartition, et afin d’assurer un minimum de 10% de l’effectif global dans 

chaque modalité, le découpage qui a été pris en compte est représenté dans le tableau 13. 

 

Tableau 13 : Les groupes de patients établis en fonction du % d’expression de DMBT1 au 

niveau tumoral global afin de réaliser les courbes de survie. 

Groupe Valeurs du % DMBT1 n 

1 < 5% 14 

2 [5 - 25%] 27 

3 [25% - 50%] 11 

4 [50% - 75%] 8 

5 ≥ 75% 7 

 

 

La courbe de survie globale obtenue par la méthode de Kaplan-Meier est représentée dans 

la figure 44. 

 

 

Figure 44. Courbe de survie globale obtenue par la méthode de Kaplan-Meier en fonction de 

l’expression de DMBT1 au niveau tumoral. 
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La médiane de survie est de 111 mois après le prélèvement. Un nombre important de 

patients ont été perdus de vue, avec la présence au niveau du graphique de nombreuses 

censures à droite au début de la courbe. 

 

Par la même méthode, des courbes de survie sont obtenues pour chacun des groupes 

(Figure 45). 

 

Figure 45 : Les courbes de survie globale obtenues par la méthode de Kaplan-Meier en 

fonction de l’expression de DMBT1 au niveau tumoral pour les groupes de <5%, 5-25%, 25-

50%, 50-75% et ≥75%. 

 

Les médianes de survie pour chacun des groupes sont répertoriées dans le tableau 14: 
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Tableau 14 : Médianes de survie pour chacun des groupes d’expression de DMBT1 au niveau 

tumoral : <5%, 5-25%, 25-50%, 50-75%, ≥75%. 

Groupe Valeurs du % DMBT1 Médiane de survie en mois 

1 < 5% 122 

2 [5 - 25%] 94 

3 [25% - 50%] 23 

4 [50% - 75%] / 

5 ≥ 75% 111 

 

Etant donné que les courbes se coupent, nous ne pouvons faire un test du logrank global 

pour tester si les distributions de survie entre les 5 groupes diffèrent significativement. 

 

 

La deuxième approche consiste à intégrer les données de % de DMBT1 au niveau tumoral 

global dans un modèle semi-paramétrique de Cox afin d’étudier l’influence de cette donnée 

sur la survie des patients. Egalement, nous avons introduit le stade TNM comme facteur 

dans le modèle. 

Les conditions d’application du modèle de Cox ont été vérifiées comme suit : 

- la log-linéarité du %DMBT1 a été vérifiée graphiquement à l’aide des résidus de la 

martingale 

- l’hypothèse des risques proportionnels a été vérifiée numériquement pour chaque 

variable (%DMBT1 et stade TNM)  

 

Dans un premier temps, les modèles de Cox univariés ont été individualisés pour chaque 

variable. Ensuite, un modèle de Cox multivarié a été mis en œuvre. Les résultats sont 

présentés dans le tableau 15.  
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Tableau 15 : Hazard Ratio des modèles de Cox univariés et multivariés expliquant le délai de 

survie post-prélèvement  

Hazard Ratio des modèles de Cox univariés et multivariés expliquant le délai de survie post-

prélèvement 

  Univarié multivarié 

Variable n HR IC 95% p HR IC 95% p 

% DMBT1 au niveau 

tumoral global 

67 1,002 [0,988 – 1,017]  0,77 1,012 [0,996 – 1,029] 0,13 

Stade TNM (ref= I) 

II 

III 

IV 

 

24 

20 

20 

 

0,63 

1,73 

2,93 

 

[0,069 – 5,75] 

[0,21 – 13,93] 

[0,37 – 23,51] 

 

0,68 

0,61

0,31 

 

0,45 

1,57 

3,07 

 

[0,05 – 4,32] 

[0,19 – 12,73] 

[0,38 – 24,63] 

 

0,49 

0,37 

0,29 

(HR : hazard ratio, IC : intervalle de confiance) 

 

Il ne semble donc pas y avoir de relation entre l’expression de DMBT1 et la survie des 

patients (que ce soit en la considérant seule, ou ajustée sur le stade TNM), d’ailleurs de 

manière étonnante, ni entre le stade TNM et la survie. Mais le nombre de perdus de vue est 

important dès le début du suivi comme l’indiquent les courbes de survie. Un échantillon de 

plus grande taille est donc nécessaire pour savoir si ces hypothèses sont conservées. 

 

3.4. Corrélation entre l’expression de DMBT1 et l’instabillité 

microsatellitaire  
 

L’absence d’expression d’un des gènes majeurs du système MMR a été étudiée en 

immunohistochimie. L’immunohistochimie permet donc la détermination indirecte du statut 

MSI des échantillons étudiés par la mise en évidence de cette absence d’expression dans la 

cellule tumorale, les cellules normales contaminantes ou infiltrantes servant de contrôle 

d’expression. L’étude a été réalisée avec les anticorps anti-MLH1, MSH2, PMS1 et MSH6, 

elle est incomplète à ce jour (en cours). La figure 46 montre deux cas, un stable et un 

instable. 
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46a. MSH2 - Tumeur stable (200x). 46b. MSH2 – Tumeur instable (200x). 

Figure 46. Immunodétection de MSH2.  

a) Tumeur stable avec marquage nucléaire au niveau des cellules tumorales et témoin interne 

positif avec des cellules du stroma tumoral marquées ; b) Tumeur instable avec absence de 

marquage au niveau des cellules tumorales et témoin interne positif.  

 

Des données de biologie moléculaire ont été disponibles pour les patients qui avaient 

bénéficiés d’une recherche clinique en vue d’améliorer leur traitement. Toutes ces données 

sont synthétisées dans le tableau 16. 

Tableau 16 : Marqueurs d’instabilité microsatellitaire et expression de DMBT1. 

Nombre 

des cas 

MLH1 MSH2 PMS1 MSH6 Biologie 

moléculaire 

Total cas  Expression 

DMBT1% 

(moyenne) 

Stable 30 34 30 34 4 33 stables 18 

Instable 5 1 5 1 Non 

renseigné 

0 6 instables 58 

 

6 patients sur les 39 cas examinés présentaient une instabilité microsatellitaire, dont 4 ayant 

des tumeurs muci-sécrétantes et 2 adénocarcinomes peu différenciés. On constate une 

expression de DMBT1 nettement supérieure pour les cas avec instabilité microsatellitaire (p 

= 0,005) (Figure 47). Les tumeurs instables sont fréquemment de type mucineux ou peu 

différencié, ce qui pourrait expliquer l’association avec l’expression de DMBT1. Cependant, 

parmi les 39 cas de tumeurs stables, 4  cas présentaient des tumeurs muci-sécrétantes et 5 

cas peu différenciés. La comparaison de l’expression de DMBT1 pour ces cas par rapport aux 

tumeurs instables, montre une préservation de la différence d’expression, beaucoup plus 

élevée pour les tumeurs instables (p=0,02)(Figure 48). 
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Tumeurs instables/tumeurs stables : p=0,005 

Figure 47. Expression de DMBT1 dans les tumeurs microsatellitaires stables et instables, 

toutes tumeurs confondues. 

(** : p = 0,005). 

 

Tumeurs instables/tumeurs stables : p=0,02 

Figure 48. Expression de DMBT1 dans les tumeurs microsatellitaires stables et instables pour 

les adénocarcinomes mucosécrétants et peu différenciés.  

(* : p < 0,05). 
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3.5. Comparaison entre l’expression de DMBT1 monoconal 

vs polyclonal en immunohistochimie  
 

Lors de la lecture des lames marquées par les deux anticorps pour les mêmes cas, nous 

avons pu observer une différence parfois significative de l’expression de DMBT1 au niveau 

de toutes les localisations (tissu tumoral, muqueuse saine au voisinage et à distance, 

adénomes et métastases), avec un marquage plus important pour l’anticorps polyclonal (en 

dehors du bruit de fond présent uniquement avec cet anticorps). Cette différence est 

confirmée par l’étude statistique qui met en évidence une valeur p<0,0001, avec un 

coefficient de corrélation Spearman de 0,57. En effet, l’anticorps polyclonal traduit un 

marquage punctiforme supranucléaire souvent assez diffus qui n’apparaît que très rarement 

avec l’anticorps monoclonal (Figure 49). 

49a

 

49b

 

Figure 49. Expression de DMBT1 versus polyclonal. 

Marquage plus diffus au niveau de la muqueuse saine à distance du même patient, avec l’anticorps 

polyclonal (figure 48a, 25x, 400x) vs monoclonal (figure 48b, 25x, 400x), avec l’absence de marquage 

punctiforme supra-nucléaire avec ce dernier 

 

 

3.6. Comparaison entre l’expression de DMBT1 en 

immunohistochimie et l’expression du gène DMBT1 

quantifiée par RT-qPCR 
 

Des échantillons appariés des 20 tumeurs coliques et la muqueuse au niveau des marges de 

résection correspondantes ainsi que des échantillons de muqueuse saine des 10 témoins 

ont été analysés par une technique d’immunohistochimie et RT-qPCR.  
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Il existe une bonne corrélation entre les séries de résultats concernant les échantillons 

tumoraux (ρ = 0,69), mais aucune corrélation pour la muqueuse saine des marges de 

résection (ρ = 0) ni pour celle des témoins (ρ = 0,22). Contrairement aux résultats 

immunohistochimiques montrant une différence significative d’expression entre les 

échantillons tumoraux et la muqueuse à distance (p=0,02) il n’est pas retrouvé de différence 

significative en qPCR (p = 0,18). Pour aucune des séries de résultats il n’est observé de 

différence significative entre la muqueuse à distance des patients porteurs de tumeurs par 

rapport à celle des témoins (Figure 50). 

 

 

Témoins/marges de résection : ns (p=0,91) 

Tumeurs/ marges de résection : ns (p=0,18) 
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Témoins/marges de résection : ns (p=0,23) 

Tumeurs/ marges de résection : p=0,02 

Figure 50. Expression comparative de DMBT1 au niveau des ARNm (qPCR) et au niveau 

protéique (IHC) 

 (ns = non significatif ; * : p>0,05 ; IHC = immunohistochimie). 

 

De cette figure on observe plutôt une augmentation des ARNm codant pour DMBT1 au 

niveau des tumeurs par rapport à la muqueuse saine à distance, comme  l’indique aussi la 

figure 51. En effet, des 20 patients analysés, 12 montrent une augmentation au niveau 

tumoral, avec une très mauvaise corrélation avec l’immunohistochimie où le rapport est 

inversé.  
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Figure 51. Expression de DMBT1 évaluée par RT-qPCR – augmentation de l’expression de 

DMBT1 au sein des tumeurs par rapport aux marges de résection pour 12 patients/20. 

 

3.7. Conclusions de cette étude 
 

L’expression de DMBT1 est hétérogène à la fois au sein des lésions tumorales et des lésions 

polypoïdes. Cette glycoprotéine est assez peu exprimée au sein de la muqueuse colique 

saine, avec une localisation souvent homogène notamment au niveau des cellules 

absorptives. Son expression reste basse dans les polypes considérés bénins comme les 

polypes hyperplasiques, mais aussi dans les adénomes/polypes sessiles festonnés qui ne 

portent pas de lésions dysplasiques. On constate une augmentation de l’expression de 

DMBT1 au sein des lésions adénomateuses, plus exprimée de façon significative dans les 

dysplasies du haut grade avec ou sans composante adénocarcinomateuse intra-muqueuse 

et les lésions adénomateuses de bas grade de patients ayant déjà un cancer, l’expression 
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étant significativement plus élevée par rapport à des adénomes avec dysplasie de bas grade 

des patients sans tumeurs. Il semblerait qu’une augmentation de l’expression de DMBT1 

soit présente dans d’autres lésions adénomateuses aussi comme l’adénome festonné 

traditionnel et dans une moindre mesure dans les polypes mixtes, mais ceci reste à 

confirmer en raison des effectifs trop faibles.  

L’expression de DMBT1 augmente également dans la muqueuse saine avoisinant les lésions, 

modérément au niveau des polypes dysplasiques et beaucoup plus au voisinage des 

tumeurs avec des valeurs significatives statistiquement. Ceci pourrait s’expliquer par le rôle 

dans la protection de l’épithélium colique conféré par DMBT1.  

L’expression de DMBT1 est plus faible au niveau tumoral de façon générale, en étant 

significativement plus faible qu’au niveau de la muqueuse colique saine à distance, celle-ci 

ayant une expression proche, d’un point de vu statistique, de l’expression observée au 

niveau des témoins. Néanmoins, elle reste élevée au sein de certains types de tumeurs 

notamment les adénocarcinomes avec muci-sécrétion en comparaison notamment avec les 

adénocarcinomes moyennement différenciés qui ont une expression très faible de DMBT1. 

Concernant les tumeurs muci-sécrétantes l’expression plus élevée de DMBT1 est expliquée 

par la structure de cette molécule car c’est une mucine-like co-secrétée avec les mucines 

coliques. L’expression relativement élevée au sein des adénocarcinomes bien différenciés, 

même si statistiquement non significative, peut s’expliquer par la présence plus fréquente 

d’une composante adénomateuse au niveau de l’adénocarcinome bien différencié, 

exprimant DMBT1, et la bonne différentiation peut expliquer par elle-même la conservation 

du DMBT1 au sein de ces lésions. Il existe une perte de l’expression vers le front d’invasion, 

significatif d’un point de vue statistique notamment pour les adénocarcinomes 

moyennement différenciés, et à la limite de la significativité pour ceux peu différenciés.  

Aucune variation de l’expression de DMBT1 n’a pu être corrélée avec le stade mais nous 

avons constaté une diminution significative au sein des métastases ganglionnaires, sans 

variations significatives au niveau des métastases à distance, mais  pour celles-ci l’effectif 

est également trop faible.  

Des informations intéressantes sont fournies par l’étude de l’instabilité microsatellitaire. Elle 

montre une corrélation d’expression de DMBT1 avec le phénotype instable. Celui-ci est 
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rencontré plus fréquemment dans le cadre des tumeurs muco-sécrétantes et peu 

différenciées, comme nous l’avons observé aussi dans notre étude. Cependant, dans notre 

série on retrouve des tumeurs appartenant à ces deux groupes qui sont stables et d’une 

façon intéressante, elles expriment DMBT1 moins intensément par rapport aux tumeurs 

instables du même groupe histologique.  

En conclusion, DMBT1 semble être modifié le long de la voie de cancérogénèse adénome – 

carcinome et aussi celle de l’instabillité microsatellitaire, sans que son rôle soit élucidé.  
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Discussion générale 
 

 

  

Les cancers colorectaux représentent la deuxième cause de mortalité en France et sont un 

problème majeur de santé publique. Malgré le développement des campagnes de 

dépistage, les progrès des techniques chirurgicales et l'évolution des traitements adjuvants 

permettant une prise en charge plus précoce et plus active des récidives, la mortalité des 

patients atteints de cancer colorectal reste encore élevée.  

Le risque de récidive d’un cancer colorectal est très élevé quand les patients sont opérés 

pour une tumeur de stade III et IV mais également de stade II à haut risque (T4 ou nombre 

de ganglions examinés < 12). Le choix du traitement pour les tumeurs de stade II à haut 

risque demeure un challenge pour les cliniciens dans la mesure où une chimiothérapie 

adjuvante post-opératoire améliore la survie pour moins de 5% des patients. Connaissant 

tous les effets secondaires liés à ce type de traitement (nausées, vomissements, chutes de 

cheveux, baisse des globules blancs, rouges et plaquettes…), la découverte de marqueurs de 

mauvais pronostic permettrait aux oncologues d’évaluer la nécessité ou non de prescrire ces 

séances de chimiothérapie.  

Ainsi, les améliorations pronostiques du CCR viendront d’un diagnostic plus précoce 

permettant la résection dans de bonnes conditions de la tumeur primitive, mais aussi du 

contrôle de la dissémination des métastases. L’identification de marqueurs moléculaires 

suffisamment sensibles et spécifiques permettrait de différencier par exemple les tumeurs à 

haut risque de récidive par rapport aux tumeurs ne présentant pas de risque de récidive.  

 

Dans ce contexte, notre étude a porté sur la recherche de tels marqueurs exprimés par les 

mucines intestinales de patients opérés pour un cancer colorectal.  

 

De nombreuses modifications d’expression et de glycosylation des mucines ont été 

observées dans le cancer colorectal (Byrd and Bresalier, 2004; Kudelka et al., 2015; Kufe, 

2009). Des différences par rapport aux mucines normales ont été décrites au niveau 
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génomique et post-translationnel. La synthèse de MUC2, la mucine majoritairement 

secrétée dans le colon, est diminuée dans le cancer colorectal, au niveau de la tumeur 

primitive et dans les métastases (Hanski et al., 1997). La distribution de MUC2 au niveau des 

cellules caliciformes se modifie au niveau des adénomes par rapport à la muqueuse saine, 

avec une expression augmentée dans le cytoplasme et l’appareil de Golgi et diminuée dans 

la vésicule de mucus des cellules caliciformes (Myerscough et al., 2001). Une expression de 

novo de MUC5AC, une mucine de l’épithélium fovéolaire gastrique, a été observée 

notamment dans les adénocarcinomes mucineux ainsi que dans les tumeurs 

microsatellitaires instables (Arai et al., 2007; Losi et al., 2004; Park et al., 2008). Les mucines 

MUC5AC et MUC6 sont également fortement exprimées dans les lésions adénomateuses 

pré-néoplasiques, en étant absentes au niveau de la muqueuse colique normale (Bartman et 

al., 1999). Il n’a pas été observé de corrélation entre la sécrétion élevée des mucines et la 

survie et progression du cancer colorectal (Farhat et al., 2008). Une diminution d’expression 

de DMBT1, une glycoprotéine mucine-like co-sécrétée avec les mucines intestinales a été 

rapportée dans le cancer colorectal par une seule étude (Mori et al., 1999). Son expression 

dans les lésions pré-néoplasiques de type adénome, et dans les autres types de polypes 

n’est pas connue à l’heure actuelle.  

Les altérations dans la glycosylation des mucines incluent une réduction en nombre et taille 

des chaînes glycanniques au niveau des apomucines, des diminutions de certains antigènes 

normalement exprimés dans la muqueuse colique, l’expression de novo de nouveaux 

antigènes, et l’expression aberrante de certains antigènes de groupes sanguins (Byrd and 

Bresalier, 2004; Holst et al., 2015; Kudelka et al., 2015; Yang et al., 1994). Bien que les O-

glycanes des mucines soient connus depuis longtemps comme étant impliqués dans la 

carcinogénèse colique, aucun n’a été étudié comme potentiel marqueur de pronostic.  

 

Au cours de ce travail de thèse, nous avons comparé le profil de O-glycosylation des 

mucines provenant des tumeurs avec et sans récidive, et nous avons en parallèle étudié 

l’expression des gènes de différentes glycosyltransférases impliquées dans la synthèse de 

ces structures glycanniques. 
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En parallèle, nous avons étudié la localisation et l’expression de la glycoprotéine « mucine-

like » DMBT1 dans le cancer colorectal et au niveau des polypes bénins et pré-néoplasiques.  

Nous avons ainsi observé des différences significatives dans le niveau d’expression des O-

glycanes entre les deux groupes des tumeurs avec et sans récidive. Comme rapporté dans 

les conclusions des résultats du chapitre 1.6., le niveau d’expression de l’antigène sialyl-Tn à 

m/z 691 était significativement plus élevé dans les tumeurs avec récidive, par rapport aux 

tumeurs sans récidive. Ce résultat est en accord avec les études précédentes démontrant 

que la surexpression des antigènes Tn et sialyl-Tn est une caractéristique de tumeurs 

colorectales peu différenciées et à un stade avancé (Giuffre, 1996; Itzkowitz et al., 1989). 

Notre analyse structurale de la glycosylation des mucines provenant de tumeurs avec 

récidive démontre une plus grande proportion de glycanes basés sur un core 3 et une plus 

faible expression de glycanes basés sur un core 1, comparé aux tumeurs sans récidive. Ces 

données suggèrent que la core 1 synthétase est moins exprimée ou moins active dans les 

tumeurs avec récidive, ce qui pourrait expliquer, au moins partiellement, la forte expression 

d’antigènes sialyl-Tn dans ces tumeurs. 

Dans les tumeurs avec récidive, nous avons également observé un niveau plus élevé des 

antigènes sialyl T et disialyl T, mais sans différence significative statistiquement. La 

sialylation de l’antigène T est réalisé par ST6GalNAc-II et une augmentation de son niveau 

d’ARNm a été corrélée avec une survie diminuée chez les patients avec métastases 

ganglionnaires (Schneider et al., 2001). L’élongation incomplète des O-glycanes avec 

l’apparition de ces formes sialylées tronquées dans les tumeurs avec récidives peut être 

expliquée par différentes origines. Des modifications épigénétiques peuvent être 

impliquées, conduisant à l’extinction des gènes des glycosyltransférases nécessaires pour la 

synthèse des structures O-glycanniques plus complexes, car une diminution significative de 

l’activité enzymatique a été décrite dans les cancers (Vavasseur et al., 1995; Yang et al., 

1994). La régulation négative des gènes codant pour l’enzyme Core 1 et/ou sa chaperonne 

Cosmc peut également conduire à l’apparition des antigènes Tn et sialyl Tn (Ju and 

Cummings, 2005; Schietinger et al., 2006). Des modifications de transcription des différents 

gènes induits par l’hypoxie peuvent également être impliquées dans les stades avancés de 

cancer (Kannagi, 2004). 
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Dans notre étude, la modification des O-glycanes la plus importante observée au niveau des 

tumeurs avec récidive par rapport à celles sans récidive concerne la balance entre le niveau 

d’expression des glycanes basés sur un core 1 et un core 3. Au niveau des tumeurs sans 

récidive, nous avons observé une importante diminution des glycanes basés sur un core 3 

corrélée à une augmentation des glycanes basés sur un core 1. Par rapport aux témoins 

sains, le profil de glycosylation des mucines provenant des tumeurs avec récidive est moins 

modifié par rapport à ceux sans récidive. Nos résultats suggèrent que la glycosylation des 

mucines de tumeurs avec récidive s’apparente, au moins partiellement, à celle des individus 

sains. Le caractère plus agressif de ces tumeurs avec récidive pourrait ainsi s’expliquer par le 

fait que le système de défense immunitaire n’est pas autant activé que dans le cadre d’une 

tumeur arborant des glycanes de core 1. Les glycanes de core 3 mimeraient en quelque 

sorte une situation physiologique normale. 

Un autre antigène modifié dans le cancer colorectal est le Sda/Cad. Des études ont montré 

une diminution de l’expression de l’Ag Sda et de la Sda synthétase dans le cancer colorectal 

(Dohi and Kawamura, 2008; Groux-Degroote et al., 2014; Malagolini et al., 2007). Dans 

notre étude portant sur 10 patients, nous n’avons pas observé de différences entre les 

niveaux d’expression de cet Ag au niveau des échantillons tumoraux, des berges de 

résection et des témoins sains. Une de nos études précédentes portant sur la glycosylation 

de MUC2 dans 3 carcinomes colorectaux humains nous avait permis de démontrer que les 

glycanes disialylés comportant des épitopes Sda/Cad (correspondant à l’ion à m/z 1746) 

sont présents à la fois dans les tissus normaux et cancéreux alors que les glycanes 

monosialylés avec épitopes Sda/Cad sont diminués (Robbe-Masselot et al., 2009). Cette 

étude confirme le fait que les mucines des carcinomes colorectaux conservent un certain 

niveau d’expression des antigènes Sda/Cad. Une explication pour l’absence de différences 

dans le niveau d’expression de ces antigènes entre les témoins sains et les tumeurs peut 

résider dans l’origine des échantillons car des études ont démontré que l’antigène Sda/Cad 

est exprimé plus particulièrement au niveau du côlon descendant (Groux-Degroote et al., 

2014; Joncquel Chevalier Curt et al., 2015). Les résultats présentés ici sont des moyennes 

des pourcentages de chaque oligosaccharide de tous les échantillons mais au niveau 

individuel, les résultats montrent des différences significatives entre les niveaux 

d’expression de ces antigènes (résultats non présentés dans ce manuscrit).  
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La comparaison de la glycosylation entre les tumeurs, les marges de résection et les témoins 

sains ont démontré la présence de gradients d’expression des O-glycanes majeurs : les O-

glycanes basés sur un core 3 diminuent des témoins vers les tumeurs et les O-glycanes basés 

sur un core 1 augmentent. Ces résultats témoignent des possibles altérations dans le niveau 

d’expression des gènes codant pour les glycosyltransférases ou le niveau d’activité de ces 

enzymes. Des études ont montré une surexpression du gène C1GALT1 au niveau des 

carcinomes colorectaux, induisant un comportement agressif des cellules tumorales (Barrow 

et al., 2013; Hung et al., 2014). Une diminution de la core 3 synthétase a également été 

décrite dans les carcinomes (Iwai et al., 2005).  

La comparaison entre les profils de glycosylation au niveau des marges de résection et des 

témoins sains montrent des altérations au niveau des marges de résection bien 

qu’histologiquement saines, suggérant que des altérations moléculaires sont présentes, 

pouvant contribuer au risque de récidive pour certains patients.  

Dans notre étude, aucune corrélation n’a pas pu être établie entre les O-glycanes et le stade 

tumoral. Cependant, des variations des niveaux d’expression de certains glycanes ont été 

observés pour le stade IV, notamment une expression plus élevée des ions à m/z 534 

(antigène T), 691 (antigène sialyl Tn) et 983, non significatives statistiquement.  

 

La modification de la balance des antigènes di-sialyl-Lewisx et sulfo-sialyl-Lewisx, ainsi que 

celle des Core 1 et Core 3, suggère des altérations dans l’expression ou l’activité des 

enzymes impliquées dans la synthèse de ces glycannes. Dans le but d’identifier quelles 

enzymes peuvent être impliquées dans ces modifications, nous avons étudié par PCR 

quantitative l’expression de gènes de glycosyltransférases et sulfotransférases 

potentiellement impliquées dans la sialylation et sulfatation des glycanes basés sur un Core 

3 (GAL3ST2, GAL3ST3, GAL3ST4, ST3GAL1, ST3GAL2, ST3GAL3, ST3GAL4 et ST3GAL6), ainsi 

que les core 3- et core 1 synthétases. Nous avons démontré une diminution de l’expression 

des gènes de Gal-3-O-sulfotransférases au niveau des échantillons tumoraux par rapport aux 

marges de résection ce qui pourrait expliquer la diminution du taux de sulfatation observée 

dans les tumeurs par rapport aux marges de résection et aux contrôles sains. Ceci renforce 

une observation antérieure qui suggérait une diminution de l’expression du gène GAL3ST2 
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dans les adénocarcinomes coliques non mucineux (Seko et al., 2002), impliqué dans la 

diminution de la biosynthèse du 3-sulfo Lea et du 3-sulfo LeX.  

L’expression de ST3Gal I peut être augmentée dans les cancers, ayant pour conséquence 

une augmentation des antigènes sialyl-T (Varki, 2009). Dans notre étude, l’expression des 

gènes de sialyltransférases ST3GAL3, ST3GAL4 et ST3GAL6 est significativement diminuée 

dans les échantillons tumoraux par rapport aux marges de résection appariées, alors que 

l’expression des gènes ST3GAL1, ST3GAL2 n’est pas affectée. Aucune modification 

significative n’a été observée pour la core 3 synthétase.  

De même, aucune différence significative d’expression des gènes étudiés n’a été détectée 

entre les marges de résection et les témoins sains, ni entre les tumeurs de différents stades 

TNM, ou entre les tumeurs ayant récidivé ou non. Une étude incluant un nombre de cas plus 

important est là aussi nécessaire pour confirmer les résultats obtenus. 

 

Concernant l’expression de DMBT1, nos résultats démontrent que, si certaines tumeurs 

n’expriment que peu ou pas du tout DMBT1, d’autres tumeurs au contraire montrent une 

très forte surexpression de la protéine. L’étude de Mori avait montré une réduction des 

ARNm dans 16.7% des cas de cancer colorectal par rapport aux tissus sains correspondant et 

avait conclu à une perte d’expression de DMBT1 dans les cancers coliques (Mori et al., 

1999). Notre étude montre une expression hétérogène de DMBT1 dans les tumeurs de 

différents grades histologiques et stades TNM et une localisation cellulaire aussi 

hétérogène. L’étude de Mollenhauer avait montré une localisation de DMBT1 au niveau du 

pôle apical des cellules des épithéliums unistratifiés du tube digestif en rapport avec une 

fonction de protection de la muqueuse assurée par DMBT1 (Mollenhauer et al., 2002b).  

Les facteurs régulant l’expression de cette protéine sont certainement très complexes et 

nombreux. Le rôle joué par DMBT1 dans les tumeurs coliques ne peut par conséquent pas 

être réduit à un simple gène suppresseur de tumeur, comme suggéré par Mori et 

collaborateurs. Une étude récente utilisant des SNP arrays a mis en évidence des régions du 

génome comportant une perte d’hétérozygotie avec des disomies et polysomie 

uniparentales sur différents chromosomes impliquant des gènes candidats pour la 

cancérogénèse colique parmi lesquels on retrouve aussi DMBT1 (Torabi et al., 2015). Une 

autre étude a démontré que l’expression de DMBT1 pouvait être induite par l’interleukine 
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IL-22 (Fukui et al., 2011). L’expression d’IL-22 est fortement augmentée dans les tissus 

inflammatoires intestinaux chez les patients atteints de maladies inflammatoires 

chroniques. L’IL-22 est impliquée dans la progression tumorale et un polymorphisme 

génétique de l’interleukine serait associé à un risque accru de développer un cancer du 

côlon (Thompson et al., 2010). Il serait intéressant de déterminer par immunohistochimie 

s’il existe une corrélation entre l’expression de DMBT1 dans la tumeur et l’expression de l’IL-

22 dans les adénomes pré-cancéreux et les tumeurs.  

 

Nos travaux réalisés avec un anticorps monoclonal DMBT1 contre l’isoforme gp340 

démontrent qu’il existe une sécrétion basale, globalement faible, de DMBT1, localisée 

notamment au niveau des entérocytes mais parfois également au niveau des cellules 

caliciformes, au sein des cryptes et de l’épithélium de surface, avec un marquage 

cytoplasmique diffus, apical et latéro-basal, et plus rarement polarisé au niveau supra-

nucléaire, avec souvent les vacuoles de mucus épargnées. L’expression de DMBT1 reste 

faible dans les polypes considérés bénins comme les polypes hyperplasiques, mais aussi 

dans les adénomes/polypes sessiles festonnés qui ne portent pas de lésions dysplasiques, 

contrairement à la sécrétion de MUC2 qui augmente dans les polypes hyperplasiques et les 

polypes festonnés et dans une moindre mesure dans les adénomes conventionnels. La 

sécrétion de DMBT1 augmente au sein des lésions adénomateuses, plus exprimée de façon 

significative dans les dysplasies de haut grade avec ou sans composante 

adénocarcinomateuse intra-muqueuse et les lésions adénomateuses de bas grade de 

patients ayant déjà un cancer, l’expression étant significativement plus élevée par rapport à 

des adénomes avec dysplasie de bas grade des patients sans tumeurs. Il semblerait qu’une 

augmentation de l’expression de DMBT1 soit présente dans d’autres lésions adénomateuses 

comme l’adénome festonné traditionnel et dans une moindre mesure dans les polypes 

mixtes, mais ceci reste à confirmer en raison des effectifs trop faibles. La localisation 

cellulaire de DMBT1 au niveau des différentes lésions est souvent cytoplasmique diffuse 

avec parfois une expression au sein des vacuoles de mucus, ou ailleurs un renforcement 

supranucléaire et apical, et parfois une disposition péri-nucléaire au niveau des tumeurs 

peu-différenciées qui comportent une perte de polarité cellulaire. On ne peut conclure à 

une délocalisation de la protéine du pôle apical des cellules normales vers les zones basales 
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et latéro-basales des cellules tumorales correspondant à la matrice extracellulaire, comme 

décrit par Mollenhauer (Mollenhauer et al., 2002b) mais plutôt à une expression de novo ou 

surexpression de DMBT1 au niveau des cellules caliciformes coliques avec la disposition 

signalée par Mollenhauer, ce qui confèrerait à la protéine un rôle dans la différenciation 

épithéliale et un avantage à la cellule contre l’évolution vers le cancer. Cette surexpression 

est retrouvée aussi, de façon inconstante et focale, au niveau de la muqueuse saine des 

témoins, ceci pouvant traduire des modifications au niveau cellulaire d’une muqueuse 

histologiquement saine mais provenant de patients atteints de diverticulose avec 

probablement des épisodes inflammatoires résolus histologiquement lors de l’intervention 

chirurgicale. Ceci pourrait expliquer aussi le niveau plus faible d’expression de DMBT1 au 

niveau de la muqueuse saine au voisinage des polypes bénins.  

L’expression de DMBT1 augmente également dans la muqueuse saine avoisinant les lésions 

pré-néoplasiques et tumorales des patients opérés pour cancer, modérément au niveau des 

polypes dysplasiques et beaucoup plus au voisinage des tumeurs avec des valeurs 

significatives statistiquement. Ceci pourrait s’expliquer par le rôle dans la protection de 

l’épithélium colique conféré par DMBT1, observé aussi au niveau d’autres types de tumeurs 

comme celles pulmonaires (Mollenhauer et al., 2002c) et mammaires (Braidotti et al., 2004). 

L’expression de DMBT1 est plus faible au niveau tumoral de façon générale, en étant 

significativement plus faible qu’au niveau de la muqueuse colique saine à distance, celle-ci 

ayant une expression proche, d’un point de vu statistique, de l’expression observée au 

niveau des témoins. Une évolution similaire peut être observée pour l’expression de MUC2 

qui diminue de l’adénome vers le carcinome, ce qui est en accord avec l’observation faite 

sur les souris déficientes en Muc2, à savoir la perte d’expression de MUC2 qui favorise la 

progression vers le cancer colique par la séquence adénome-carcinome ou de novo 

(Mizoshita et al., 2007).  Néanmoins, la sécrétion de DMBT1 reste élevée au sein de certains 

types de tumeurs notamment les adénocarcinomes avec muci-sécrétion (notamment les 

adénocarcinomes bien- et modérément différenciés avec composante mucineuse 

minoritaire) en comparaison notamment avec les adénocarcinomes moyennement 

différenciés sans composante mucineuse qui ont une expression très faible de DMBT1. 

Concernant les tumeurs muci-sécrétantes l’expression plus élevée de DMBT1 est expliquée 

par la structure de cette molécule car c’est une mucine-like co-secrétée avec les mucines 
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coliques. En effet, de nombreuses études ont montré une expression de MUC2 conservée 

voir augmentée jusqu’à 100% des cas selon les études dans la variante d’adénocarcinome 

mucineux, augmentation qui est souvent corrélée à un profil d’instabilité microsatellitaire 

(Biemer-Hüttmann et al., 2000; Blank et al., 1994; Onodera et al., 2009; Weiss et al., 1996). 

Cependant, l’expression au niveau des carcinomes mucineux (avec composante mucineuse 

de plus de 50%) n’est pas significativement plus élevée par rapport aux autres types de 

tumeurs ce qui suggère probablement une autre voie moléculaire par rapport au groupe 

muci-secrétant de façon minoritaire (composante mucineuse de moins de 50%). Une étude 

sur l’expression de DMBT1 au niveau gastrique (Conde et al., 2007b) a donné des résultats 

comparables car il a été montré une augmentation significative de DMBT1 uniquement au 

sein des adénocarcinomes bien différenciés par rapport aux autres types (adénocarcinomes 

moyennement- et peu différenciés, et adénocarcinomes mucineux).   

L’expression relativement élevée de DMBT1 au sein des adénocarcinomes bien différenciés, 

même si statistiquement non significative, peut s’expliquer par la présence plus fréquente 

d’une composante adénomateuse au niveau de l’adénocarcinome bien différencié, 

exprimant DMBT1, et la bonne différentiation peut expliquer par elle-même la conservation 

de DMBT1 au sein de ces lésions. Il existe une perte de l’expression vers le front d’invasion, 

significatif d’un point de vue statistique notamment pour les adénocarcinomes 

moyennement différenciés, et à la limite de la significativité pour ceux peu différenciés.  

Aucune variation de l’expression de DMBT1 n’a pu être corrélée avec le stade mais nous 

avons constaté une diminution significative au sein des métastases ganglionnaires, sans 

variations significatives au niveau des métastases à distance, mais pour celles-ci l’effectif est 

également trop faible. En parallèle les modifications de MUC2, notamment sa co-expression 

avec MUC1, entraînent un risque plus élevé de métastases ganglionnaires en engageant le 

pronostic de la maladie (Jang et al., 2002). 

Des informations intéressantes sont fournies par l’étude de l’instabilité microsatellitaire. 

Celle-ci montre une corrélation d’expression de DMBT1 avec le phénotype instable. Celui-ci 

est rencontré plus fréquemment dans le cadre des tumeurs muco-sécrétantes et peu 

différenciées, comme nous l’avons observé aussi dans notre étude. Cependant, dans notre 

série on retrouve des tumeurs appartenant à ces deux groupes qui sont stables et d’une 

façon intéressante, elles expriment DMBT1 moins intensément par rapport aux tumeurs 
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instables du même groupe histologique. Cette corrélation avec l’instabilité microsatellitaire 

est comparable à celles observée pour MUC2 comme décrit plus haut dans ce chapitre.  

Les résultats présentés ont été obtenus en utilisant un anticorps monoclonal anti-DMBT1 

gp340. Une étude plus limitée a été réalisée avec un anticorps polyclonal, avec des résultats 

différents en termes de % d’expression car pour plusieurs cas, nous avons observé une 

expression plus élevée en utilisant l’anticorps polyclonal en raison de l’apparition beaucoup 

plus fréquente d’un marquage supranucléaire diffus au niveau des cellules de muqueuse 

saine et/ou tumorale. Mais globalement, nous avons observé les mêmes tendances 

d’expression témoignant de la voie muqueuse saine – adénome – carcinome ainsi que la 

corrélation avec l’instabilité microsatellitaire avec plus de corrélation avec les carcinomes 

mucineux et l’absence de corrélation avec le front d’invasion ou les métastases 

ganglionnaires ou à distance (données non présentées dans cette étude). En raison de la 

bonne qualité du marquage avec l’anticorps monoclonal, et le bruit de fond parfois très 

important avec le polyclonal avec des variations importantes d’un lot à l’autre, nous avons 

favorisé l’anticorps monoclonal pour l’interprétation des résultats de l’ensemble de l’étude.  

L’étude de l’expression du gène DMBT1 montre des résultats qui se corrèlent assez bien 

avec l’immunohistochimie au niveau des prélèvements tumoraux (malgré l’hétérogénéité 

tumorale) mais moins bien au niveau des marges de résections alors que le marquage de 

DMBT1 en immunohistochimie est beaucoup plus homogène à ce niveau. En conséquence, 

on observe plutôt une augmentation de l’expression de DMBT1 au niveau tumoral par 

rapport à la muqueuse saine à distance (12/20 patients). Aucune différence n’a été 

observée entre les témoins et la muqueuse en marge de résection. Ces résultats comparatifs 

restent à approfondir en réalisant les deux méthodes (immunohistochimie et RT-qPCR) en 

parallèle sur les mêmes tumeurs, voire par une technique de qPCR sur tissu paraffiné après 

microdissection du tissu d’intérêt, au niveau des zones choisies pour l’étude 

immunohistochimique.  

La technique de l’hybridation in situ serait intéressante car elle présente l’avantage d’être 

très sensible, de détecter et de localiser spécifiquement les ARNm codant pour DMBT1, 

pour une étude comparative avec l’expression de la protéine au niveau des mêmes zones 

choisies. Cependant, elle présente de nombreuses contraintes techniques telles que des 

équipements sophistiqués et des étapes de prétraitements importantes. 
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Conclusions – perspectives 
 

 

 

En conclusion, notre travail nous a permis d'observer de nombreuses modifications de la 

glycosylation des mucines intestinales entre les tissus normaux et cancéreux, dont certaines 

semblent liées à la présence ou non des récidives, mais il est difficile d’identifier des 

marqueurs spécifiques d'un stade donné de développement du cancer du côlon avec si peu 

de données. Cette étude reste encore préliminaire dans la mesure où il n’y a eu que 10 

patients inclus et les résultats devront être confirmés en incluant un plus grand nombre de 

patients. Il sera également intéressant de corréler les profils de glycosylation des mucines 

avec d’autres paramètres cliniques comme les traitements pré-opératoires.  

Les modifications aux niveaux des enzymes impliquées ne sont pas complètement élucidées. 

L’étude est en cours pour l’expression du gène impliqué dans la synthèse du core 1, et un 

nombre plus grand de patients inclus sera nécessaire pour confirmer les observations.  

L’expression de DMBT1 semble être modifiée le long de la voie de cancérogénèse adénome 

– carcinome et aussi celle de l’instabilité microsatellitaire (étude réalisée partiellement, 

actuellement en cours), avec corrélations aussi avec les tumeurs muci-sécrétantes, sans que 

son rôle dans la pathogènes du cancer colique soit élucidé.  
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MATERIELS ET METHODES  
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1. Matériel biologique 

 

Trois groupes de patients ont été inclus dans l’étude : 69 patients traités pour un 

adénocarcinome (par chirurgie), 85 patients traités pour des polypes (par résection 

endoscopique) et 27 patients traités par chirurgie pour diverticulose colique avec ou sans 

diverticulite, ceux derniers étant sélectionnés comme témoins pour la muqueuse saine en 

berge de résection chirurgicale. Tous les patients ont été traités dans les hôpitaux Saint 

Philibert et Saint Vincent de Paul du Groupe Hospitalier de l’Institut Catholique de Lille, dans 

la période allant de janvier 2002 à juin 2015. Deux collections biologiques ont été réalisées. 

La première comportant des tissus frais a été réalisée conformément au protocole DC- 

2008-242 du Ministère de l’Education Nationale et de la Recherche. Elle inclut uniquement 

des prélèvements des patients traités pour un cancer, et ceux des témoins. La deuxième a 

été réalisée avec l’accord du comité d’éthique CPP Nord-Ouest, la référence DC 2012-1712 

pour des prélèvements paraffinés.   

Un accord a été demandé aux patients. 

L’identification des patients a été effectuée en utilisant DIAMIC (outil informatique de 

gestion des données dans le service d’Anatomie Pathologique). Pour la collection des tissus 

frais, les prélèvements des pièces opératoires ont été congelés immédiatement après 

l’opération. Pour le reste, des prélèvements paraffinés sont conservés selon le protocole 

habituel utilisé dans le laboratoire d’anatomie pathologique.  

 

Données cliniques et sélection des cas 

Pour chaque patient on a noté la date de naissance, la date de l’intervention chirurgicale (la 

date de la réception de la pièce chirurgicale au laboratoire), la date de la dernière 

consultation GHICL, la date et la cause du décès pour les personnes décédées, la présence 

ou non de métastases y compris celles biopsiées lors de l’intervention chirurgicale mais 

aussi des métastases décelées par l’imagerie non biopsiées dans nos hôpitaux. Une 

vérification de la dernière consultation au GHICL a été effectué le 30/09/2015, date fixée 

pour l’arrêt du recueil des données cliniques. Cette vérification a été réalisée en utilisant 

Clinicom, un logiciel informatique utilisé pour la gestion des dossiers des patients au GHICL.   
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2. Extraction et purification des mucines 

2.1. Extraction des mucines 

Des échantillons de tissu frais provenant de 10 patients avec cancer (échantillons tumoraux 

et de muqueuses saines en marges de résection) et des 5 témoins ont été utilisés. Les 

patients ont été inclus dans l’étude comme indiqué au chapitre 1 « Matériel biologique ». 

Les échantillons sont solubilisés dans un tampon d’extraction pour mucines composé de 

chlorure de guanidine 4M et d’inhibiteur de protéases (EDTA 5 mM, benzamidine 10 mM, N-

éthylmaléimide 5mM, soy bean trypsin inhibitor 0.1mg /ml, PMSF 1 mM, dithiothréitol 10 

mM, azide de sodium 0.02%). Ce tampon est préparé extemporanément. Les échantillons 

sont ensuite passés dans un broyeur (gentleMACS Dissociator) avec le programme M Tubes 

protein. Le broyat récupéré est centrifugé à 100 g pendant 5 minutes à 20°C dans une 

centrifugeuse Thermo scientifique (Megafuge 16R). Selon les échantillons et leur quantité, 

les étapes de broyage et de centrifugation peuvent être répétées. 

 

2.2. Ultracentrifugation en gradient de chlorure de césium 

Le surnageant est récupéré et amené à une densité de 1,4g/ml avec  du chlorure de césium. 

Ces échantillons sont transférés dans des tubes Quick seal polyallomer de 13 mL (beckman) 

et qui sont ensuite scellés par chauffage. L'ultracentrifugation est réalisée à 308 400 g 

pendant 48 à 72 heures à température ambiante avec un rotor 70.1 Ti (Optima XE-90 

ultracentrifuge, Beckman Coulter, Fullerton, California).  

La récupération des fractions se fait à l'aide d'un collecteur et d'une pompe péristaltique 

réglée à un débit de 500 µL/min. La densité de chaque fraction est mesurée par pesée, les 

tubes contenant les mucines auront une densité comprise entre 1,35 et 1,45 g/ml.  

 

2.3. Détection des mucines  

Les mucines sont repérées par le biais de la mesure de la densité de chaque fraction 

(comprise entre 1,35g/mL et 1,45g/mL pour les mucines) et de l’utilisation d’anticorps 

spécifiques anti-mucines à l’aide d’un slot blot. Pour cela, 20µL de chacune des fractions sont 

déposés sur membrane de nitrocellulose à l’aide d’un appareil à slot blot. La membrane est 
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saturée par une solution à 5% de lait écrémé dans du TBS-T pendant 1 heure à température 

ambiante. L’immunodétection est réalisée en utilisant un anticorps anti-mucine au 1 : 1000 

dans du TBS-T avec 5% de lait pendant 1 heure à température ambiante. La membrane est 

lavée 5×10 minutes dans le TBS-T. Elle est ensuite incubée avec un anticorps secondaire 

anti-souris ou anti-lapin le cas échéant marqué à la peroxydase (Amersham Biosciences) 

utilisé à une dilution au 1/10 000e dans 5% de lait dans le TBS-T, 45 minutes sous agitation 

lente. Après 5×10 minutes de lavage, la révélation se fait par chimiluminescence (ECL-

Advance, Amersham Biosciences). 

 

3. Analyse structurale des chaines glycaniques de mucines 
 

3.1. Hydrolyse chimique des oligosaccharides 

Les extraits lyophilisés sont dissous dans une solution de NaOH 0,1M contenant du 

BH4Na 1M (378,4 mg pour 10 mL de NaOH 0,1M). La solution est incubée au bain marie 

à 45°C pendant 20 heures ou à 37°C pendant 3 jours. La réaction est arrêtée par 

addition d’une résine échangeuse de cations (Dowex 50x8, 20-50 mesh, forme H+) à 4°C 

et la solution est ensuite filtrée puis évaporée à sec. L’excédent de sels de borate est 

éliminé par codistillation avec du méthanol. Les glycanes libérés sont alors sous forme 

d’oligosaccharide-alditols. 

 

3.2. Chromatographie échangeuse de cations 

Les peptides sont éliminés du mélange par passage de la solution sur une colonne de 

résine échangeuse de cations (Dowex 50x2, 200-400 mesh, forme H+). Les 

oligosaccharides sont élués par de l’eau désionisée tandis que les peptides restent fixés 

sur la résine. La solution obtenue est ensuite concentrée sous évaporateur rotatif à 40°C 

puis lyophilisée. 

 

3.3. Perméthylation des oligosaccharides 

L’échantillon lyophilisé est repris dans 200 µL de DMSO. Une pointe de spatule de NaOH 

est ajoutée puis 300 µL de ICH3. La solution est placée sous Argon puis sous agitation 
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pendant 1h30 à température ambiante. La réaction est stoppée par l’ajout de 1 mL 

d’acide acétique à 5%. Les échantillons sont ensuite déposés sur une colonne Oasis HLB 

préalablement lavée avec 3 mL de MeOH 100% puis équilibrée avec 3 ml d’eau milliQ. 

Après passage de l’échantillon, la colonne est lavée avec 4 mL de MeOH /eau (5/95, v/v) 

puis l’échantillon est élué par 3 mL de MeOH 100%. 

 

3.4. Analyse des oligosaccharides par spectrométrie de masse 

Les analyses de spectrométrie de masse ont été réalisées sur un spectromètre de masse 

de géométrie MALDI-TOF-TOF de type Analyzer 4800 (Applied Biosystems/MDS Sciex, 

Toronto, Canada) équipé d’une source laser. Les échantillons ont été dissous dans un 

solvant méthanol/eau (50:50, v/v) à différentes dilutions et déposés sur une cible 

MALDI en addition avec une matrice DHB (acide 2,5-dihydroxybenzoique) à une 

dilution volume/volume. La puissance du laser appliqué sur la cible est de 2500 V. Pour 

chaque structure d’intérêt, l’intensité de 10 pics d’expériences indépendantes a été 

mesurée. La moyenne de ces intensités a été calculée. 

Les spectres ESI-MS et ESI-MS/MS ont été réalisés sur un spectromètre de masse de 

géométrie Q-TOF et de type Q-Star Pulsar I (Applied Biosystems/MDS Sciex, Toronto, 

Canada) équipé d’une source nanoélectrospray (Protana, Odense, Denmark). Les 

échantillons ont été dissous dans un solvant méthanol/eau/0,1% acide formique (50/50, 

v/v), à une concentration de 60pmol/µL. La tension appliquée au capillaire oscille entre 800 

et 1000Volts. 

Pour les spectres MS/MS, l’énergie de collision appliquée aux précurseurs varie de 20 à 

90eV en fonction de l’état de charge et de la stabilité de l’ion sélectionné. L’acquisition a été 

réalisée en mode pulse d’ions (fonction « enhance » activée), et les spectres présentés 

résultent de l’accumulation de 50 à 100 cycles de balayage de la gamme de masse choisie. 

Toutes les analyses ont été réalisées en mode positif et en mode négatif. 

 

3.5. Analyse statistique 

Nous avons le test de Student t et avons considéré un seuil de significativité d’au moins 5% 

pour toutes les analyses. 



   

188 

 

 

4. Analyse de l’expression des sialyl- et sulfotransférases 
 

4.1. Extraction d’ARN de tissus coliques et synthèse d’ADNc. 

Des échantillons de tissu frais provenant de 20 patients avec cancer (échantillons tumoraux 

et de muqueuses saines en marges de résection) et des 11 témoins ont été utilisés. Les 

patients ont été inclus dans l’étude comme indiqué au chapitre 1 « Matériel biologique ». 

Les ARN totaux ont été isolés des différents tissus coliques grâce au kit d’extraction 

NucleoSpin® RNA II (Macherey-Nagel, Düren, Germany), suivant les instructions du fabricant. 

La qualité et la quantité des ARN sont contrôlées grâce à au Bioanalyzer Agilent. La reverse-

transcription est alors réalisée à partir d’1 µg d’ARN en présence d’un ratio 1 :1 d’oligo-dT et 

d’amorces hexamèriques aléatoires grâce au kit AffinityScript™ QPCR cDNA Synthesis Kit 

(Stratagene, Santa Clara, USA) dans un volume final de 20 µL. 

 

4.2. Analyse par PCR quantitative. 

Les séquences des amorces (Eurogentec, Seraing, Belgique) utilisées sont présentées 

dans le tableau 17. L’expression des gènes de sulfotransférases GAL3ST2, GAL3ST3, 

GAL3ST4, des gènes d’α2,3-sialyltransférases ST3GAL1, ST3GAL2, ST3GAL3, ST3GAL4, 

ST3GAL6, et du gène de la Core 3 synthétase a été analysée dans les différents 

échantillons témoins, tumoraux et les marges de résection appariées. Les analyses par 

PCR quantitative ont été réalisées sur l’appareil Mx3005p Quantitative System 

(Stratagene, La Jolla, CA, USA). La réaction de PCR (25 µL) est réalisée avec 12,5 µL de 

2X Brilliant® SYBR® Green qPCR Mastermix (Stratagene), 300 nM d’amorces et 4 µL 

d’ADNc (1/40). La réaction est conduite suivant le cycle suivant : 10 minutes de 

dénaturation initiale à 94°C, puis 40 cycles d’amplification (30 s de dénaturation à 94°C, 

30 s d’hybridation au Tm, et 45 s d’élongation à 72°C) et une étape d’élongation finale 

de 5 min à 72°C. La fluorescence est mesurée à chaque cycle. L’analyse est réalisée grâce 

au logiciel Mx3005p. Pour chaque paire d’amorces, la spécificité de l’amplification a été 

vérifiée par le contrôle des courbes de dissociation, l’analyse sur gel des produits 

d’amplification et leur séquençage. L’efficacité des réactions d’amplification a été 

contrôlée par utilisation de dilutions sériées d’ADNc et est comprise entre 97 et 103%. 



   

189 

 

Le gène de l’Hypoxanthine-guanine PhosphoRibosylTransferase (HPRT) a été utilisé 

pour normaliser l’expression des gènes d’intérêt. Les quantifications ont été réalisées 

selon la méthode décrite par Pfaffl (Pfaffl, 2001). 

 

Table 17 : Séquence des amorces utilisées en PCR quantitative et température d’hybridation 

utilisée pour la réaction. 

Amorce Séquence Tm (°C) 

HPRT 5’ 5’-GCC-AGA-CTT-TGT-TGG-ATT-TG-3 58 

HPRT 3’ 5’-CTC-TCA-TCT-TAG-GCT-TTG-TAT-TTT-G-3’ 58 

ST3GAL1 5’ 5’ GGG-CAG-ACA-GCA-AAG-GGA-A 3’  60 

ST3GAL1 3’ 5’ GGC-CGT-CAC-GTT-AGA-CTC-AAA 3’ 60 

ST3GAL2 5’ 5’ GCC-TCC-GAC-TGG-TTT-GAC-A 3’ 60 

ST3GAL2 3’ 5’ GTC-CGG-TGG-AAG-ATC-CAT-GT 3’ 60 

ST3GAL3 5’ 5’-GGG-TCA-CGA-ATT-GAC-TAT-G-3’ 60 

ST3GAL3 3’ 5’-GTG-ATG-CGC-AGT-GTC-GTT-TT-3’ 60 

ST3GAL4 5’ 5’-ATA-AGA-AGC-GGG-TGC-GAA-AGG-G-3’ 60 

ST3GAL4 3’ 5’-TCC-GTG-GCT-GTT-GCA-TTG-GC-3’ 60 

ST3GAL6 5’ 5’-GGC-CAT-ATT-CCT-GAG-TGC-TGT-C-3’ 60 

ST3GAL6 3’ 5’-AGC-TGG-CTT-TGA-TAA-ACA-AGG-C-3’ 60 

GAL3ST2 5’ 5’-CTG-AGC-AGG-ACC-CAA-AGG-T-3’ 60 

GAL3ST2 3’ 5’-GCT-GAC-CAT-GTT-TCT-CAG-CA-3’ 60 

GAL3ST3 5’  5’ AGC-TGG-TAC-CCC-AAG-CTG-TTC 3’ 60 

GAL3ST3 3’ 5’ GGC-AAA-GCG-AAA-CAG-GAT-GT 3’ 60 

GAL3ST4 5’ 5’ AGG-CTT-CTG-ACC-CCA-AAT-ACA-TC 3’ 60 

GAL3ST4 3’ 5’ CCA-AAA-CCT-TAG-CTG-ACC-CAA-AC 3’ 60 

Core3S 5’ 5’ GTG-GGA-CTT-CCA-CGA-CTC-CTT 3’ 60 

Core3S 3’ 5’ GCA-CCT-TGT-CTC-CTG-CCA-CT 3’ 60 

Les amorces ont été décrites par (García-Vallejo et al., 2006; Groux-Degroote et al., 2008; Pfaffl, 2001)  
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4.3. Analyse statistique 

L’étude statistique a été réalisée par Laurène Norberciack, ingénieur biostatisticienne du 

Département de Recherche Médicale de GHICL. 

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel R. 

Nous avons tout d’abord effectué une analyse descriptive des données en calculant les 

médianes et étendues pour les données quantitatives étant donné le faible effectif, et les 

effectifs et fréquences pour les données qualitatives.  

Nous avons réalisé une analyse de corrélation entre l’expression des gènes (GAl3ST2, 

GAl3ST3, GAl3ST4, ST3GAL1, ST3GAL2, ST3GAL3, ST3GAL4, et ST3GAL6) dosées sur le tissu 

tumoral puis sain des 20 patients par le calcul du coefficient de corrélation de Spearman. 

Nous avons étudié s’il existait une différence d’expression significative de chaque gène 

entre le tissu tumoral et sain des patients par la mise en œuvre du test des rangs signés de 

Wilcoxon étant donné le faible effectif et l’absence de normalité des différences. Les p-

valeurs ont été corrigées par la technique de Holm pour contrôler le risque d’erreur α du fait 

de la multiplicité des tests. 

 

Pour analyser la différence d’expression des gènes entre le tissu sain des 20 patients et le 

tissu des 11 témoins, nous avons mis en œuvre le test de Mann-Whitney-Wilcoxon pour 

chaque gène, et avons corrigé les p-valeurs obtenues par la correction de Holm. 

L’analyse suivante a été menée sur le tissu tumoral puis sain des 20 patients. 

Afin d’estimer si les gènes s’exprimaient différemment, nous avons mis en œuvre le test de 

Quade étant donné le caractère répété des mesures. 

Nous avons étudié l’influence des variables telles que le stade (pour le tissu tumoral), et la 

récidive sur l’expression de chaque gène en menant une analyse de variance bivariée tout 

d’abord, via l’utilisation des tests de Mann-Whitney-Wilcoxon et Kruskal-Wallis  en 

appliquant une correction des p-valeurs par la technique de Holm. Nous avons ensuite 

analysé l’ensemble des gènes au travers d’une analyse multivariée par l’utilisation d’un 

modèle linéaire mixte qui permet de prendre en compte les corrélations entre les mesures 

répétées, et de considérer des variables pouvant expliquer la variance. 
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Dans ce modèle, pour respecter la structure hiérarchique des données, le patient et la 

famille sont des effets aléatoires ; la famille, le stade (pour le tissu tumoral uniquement), la 

récidive sont des effets fixes. 

Aucune des données ne suivant une distribution normale même après correction par la 

technique de Holm des p-valeurs obtenues au test de Shapiro-Wilk, une transformation en 

log a été réalisée. Après transformation, toutes les données suivaient une loi normale. 

Nous avons construit le modèle et la normalité des résidus a été vérifiée graphiquement à 

l’aide des QQ-plots. Nous avons ensuite interprété les résultats des modèles obtenus sur le 

tissu tumoral puis sain. 

Nous avons considéré un seuil de significativité de 5% pour toutes les analyses. 

Les représentations graphiques en boite à moustache on les a réalisées en utilisant l’Excel, 

et en tenant compte des 1ère et 3ème percentiles (les extrémités des cylindres) et les valeurs 

minimale et maximale (extrémités des barres verticales) regroupées autour de la médiane 

(la barre à l’intérieur des cylindres).  

 

5. Analyse de l’expression et de la localisation de DMBT1 
 

5.1. Etude histologique 

Les patients inclus dans cette étude ont été sélectionnés comme indiqué dans le premier 

chapitre « Matériel biologique ». Les lames effectuées lors de l’intervention chirurgicale ou 

endoscopique ont été réexaminées pour pouvoir choisir celles avec une lésion tumorale 

possédant le moins de nécrose tumorale, avec de la muqueuse non tumorale au voisinage 

et à distance, celles avec des métastases ganglionnaires et/ou hépatiques, et celles avec 

lésions adénomateuses associées. Pour les polypes, en cas de présence de plusieurs 

fragments sur plusieurs lames, les fragments les plus typiques pour la lésion en histologie 

ont été sélectionnés. Concernant les témoins, la berge chirurgicale a été examinée en 

microscopie pour attester l’absence d’importante inflammation.  

Des coupes tissulaires de 4 μm ont été réalisées à partir des blocs archivés de tissus fixés et 

inclus en paraffine. 
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Une coloration par hématoxyline éosine safran (HES) a été effectuée pour grader les 

tumeurs. Les facteurs histopathologiques évalués et recherchés lors de cette relecture pour 

la cohorte de 69 patients sont : 

- Le stade selon la classification TNM UICC 2009 7ème édition, classification reprise 

dans la classification de tumeurs de l’OMS 2010.  Pour les patients portant plusieurs 

tumeurs synchrones, la tumeur ayant le stade le plus avancé pour le patient a été choisie 

pour l’étude statistique, en excluant les autres pour garder l’indépendance des données.  

- Le grade histopathologique  

- Il a été précisé le type histologique de la tumeur et la présence ou absence d’une 

composante mucineuse minoritaire associée.        

- Les lésions adénomateuses ont été évaluées et pour chaque patient présentant une 

ou plusieurs lésions de ce type, un ou plusieurs blocs ont été choisis pour l’étude 

immunohistochimique. Un seul d’entre eux a été inclus dans l’analyse statistique pour 

conserver l’indépendance des données, et le choix a tenu compte de la taille des polypes en 

choisissant le polype le plus grand pour analyse statistique.  

- Les nodules tumoraux péritonéaux ont été considérés comme métastases 

ganglionnaires selon les critères formulés dans l’OMS (éditions 2000 et 2010).    

- Pour les polypes, le type histologique a été réévalué et certains d’entre eux ont été 

reclassifiés selon les données actuelles de la littérature. 

 

5.2. Etude immunohistochimique 

Plusieurs coupes sériées ont été effectuées et marquées avec différents 

anticorps primaires : anti DMBT1 monoclonal pour toutes les lames et polyclonal pour une 

partie d’entre elles ; et les marqueurs d’instabilités microsatellitaires (anti MLH1, anti-

MSH2, anti-PMS2 et MSH6) uniquement au niveau des lésions adénocarcinomateuses. 

 

Technique 

Elle a été effectuée de manière automatisée, en utilisant l’automate VENTANA BENCHMARK 

XT. Cet automate réalise les différentes étapes de :  

- déparaffinage : réalisé par chauffage et par l’action d’une solution légèrement détergente 

(EZ prep, Ventana) qui favorise l’élimination de la paraffine après chauffage 
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- pré-traitement : réalisé par chaleur et à l’aide d’un tampon citrate légèrement acide (pH 6) 

dans le cadre du programme CC2 de Ventana, ou à l’aide d’un tampon Tris à pH légèrement 

basique dans le cadre du programme CC1 de Ventana. La durée de prétraitement et le 

programme utilisé dépendent de l’anticorps utilisé (voir tableau 18)           

- blocage de l’activité de la peroxydase endogène : lames mises en contact avec de l'eau 

oxygénée pendant 8 minutes  

- incubation : lames incubées avec les anticorps primaires. Les temps d'incubation 

dépendent des anticorps utilisés (voir Tableau 18).  

- une amplification a été réalisée en utilisant le kit fourni par le producteur (Amplification 

kit) 

- la biotine endogène a été bloquée en utilisant le kit fourni par le producteur (Endogenous 

biotin blocking kit) 

- la détection des anticorps primaires a été effectuée en utilisant un anticorps secondaire 

biotinylé et en ajoutant le complexe peroxydase Horseradish (HRP) 

- révélation : par le chromogène diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB + H2O2) 

produisant un précipité brun (DAB O2) 

- la contre coloration a été réalisée à l'hématoxyline associée au Bluing Reagent permettant 

d'obtenir un bleu clair.  

Les dernières étapes de la technique sont la déshydratation, le passage dans des bains de 

xylène et le montage lame-lamelle.  

Table 18 : Anticorps primaires : provenance, clonalité, dilution, prétraitement et incubation. 

Anticorps Provenance Clonalité Dilution Prétraitement Incubation 

Anti-DMBT1 Thermo Fischer 

Scientific 

Monoclonal 

gp340 

1/120 CC1, 60’ 

+ blocage 

32’ 

Anti-DMBT1 Dr Thornton,  

Manchester, UK 

Polyclonal 

Anti-man 

gp340 

1/250 CC2, 60' 

+ amplification 

60’ 

Anti-MLH1 Ventana Monoclonal 

G168-728 

Prédilué CC1, 60' 

+ amplification 

32' 

Anti-MSH2 Ventana Monoclonal 

G219-1129 

Prédilué CC1, 60' 

+ amplification 

32' 

Anti-MSH6 BD Biosciences Monoclonal 

44 

1/100 CC1, 60' 32' 

Anti-PMS2 BD Pharmingen Monoclonal 

A16-4 

1/40 CC1, 60' 

+ amplification 

20' 



   

194 

 

 

Interprétation des immunomarquages 

L’expression de DMBT1 a été évaluée de manière semi-quantitative et exprimée sous la 

forme de % de cellules marquées par rapport au volume cellulaire tumoral total. Compte 

tenu de l’expression souvent hétérogène d’un champ microscopique à l’autre, tous les 

champs ont été évalués et une moyenne a été calculée. Pour le front d’invasion tumoral, 

une ligné parallèle au front, d’une epaisseur de 1,25 mm (le diamètre du champ au 

grandissement 200x) a été évaluée pour toutes les tumeurs, n’importe le stade. L’expression 

au niveau de la muqueuse non-tumorale étant plus homogène, 500 cellules épithéliales ont 

été comptées.  

L’expression immunohistochimique des protéines MMR (MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2) a 

été évaluée de manière qualitative par la présence ou l’absence, même faible, du marquage. 

Le seul marquage pour ces 4 protéines est nucléaire, en présence du témoin interne positif, 

même faible.  Les cas négatifs avec l’absence de marquage au niveau tumoral mais avec la 

présence du témoin interne positif ont été considérés comme microsatellite instable. Les 

cas avec témoin interne absent ou présent mais uniquement à distance de la zone tumorale 

ont été considérés comme ininterprétables.  

 

5.3. Analyse par PCR quantitative 

L’extraction d’ARN de tissus coliques et synthèse d’ADNc ont été effectuées comme décrit 

dans le chapitre 4.1. L’analyse par PCR quantitative de l’expression du gène DMBT1 a été 

réalisée comme décrit dans le chapitre 4.2. Les séquences des amorces DMBT1 et HPRT 

(Eurogentec, Seraing, Belgique) utilisées sont présentées dans le tableau 19. 

Tableau 19 : Séquence des amorces DMBT1 et HPRT utilisées en PCR quantitative et 

température d’hybridation utilisée pour la réaction. 

Amorce Séquence Tm (°C) 

HPRT 5’ 5’-GCC-AGA-CTT-TGT-TGG-ATT-TG-3 58 

HPRT 3’ 5’-CTC-TCA-TCT-TAG-GCT-TTG-TAT-TTT-G-3’ 58 

DMBT1- F  5’ TGC-TCT-GTC-TGC-CAA-ATC-AC 60 

DMBT1-R  3’ GTC-ATT-GTC-TGC-CTG-CTT-GA 60 
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Les amorces DMBT1 ont été conçues avec  Primer 3 software (Whitehead Institute for Biomedical Research, 
Cambridge, MA) (Jumblatt et al., 2006). 

 

5.4.  Analyse statistique 

L’étude statistique a été réalisée par Laurène Norberciack, ingénieur biostatisticienne du 

Département de Recherche Médicale de GHICL. Les analyses statistiques ont été réalisées 

avec le logiciel R. Tout d’abord une analyse descriptive des données a été effectuée en 

calculant les médianes et étendues pour les données quantitatives, étant donné le faible 

effectif, et les effectifs et fréquences pour les données qualitatives.  

 

Un certain nombre de comparaisons 2 à 2 a été réalisé entre les données. Lorsque les 

mesures ont été réalisées chez les mêmes patients, des tests ont été mis en œuvre pour 

séries appariées : test de Student pour séries appariées si distribution normale, test des 

rangs signés de Wilcoxon sinon. Lorsque les échantillons étaient indépendants, les tests de 

Mann-Whitney-Wilcoxon et Kruskal-Wallis ont été utilisés (du fait de l’absence de 

normalité). Les p-valeurs ont été corrigées par la technique de Holm lorsque nécessaire. 

 

Le niveau de corrélation entre deux variables quantitatives a été estimé par le coefficient de 

corrélation de Spearman. L’analyse de la liaison entre deux variables qualitatives a été 

réalisée par la mise en œuvre du test exact de Fisher (car règle de Cochran sur effectif 

minimum non vérifiée).  

 

Chez les patients avec une tumeur, nous avons segmenté l’expression de DMBT1 au niveau 

tumoral global en classes afin d’étudier la survie en fonction de ces groupes d’expression. 

Nous avons tout d’abord tracé la courbe de survie globale par la méthode de Kaplan-Meier, 

puis en fonction de chacun des groupes. Les courbes se croisant, nous n’avons pu appliquer 

un test du logrank global pour nous permettre de savoir si les distributions de survie 

diffèrent entre les groupes. Nous avons ensuite calculé les médianes de survie.  

 

Afin d’étudier l’influence du stade TNM et de l’expression de DMBT1 au niveau tumoral 

global sur la survie, nous avons mis en œuvre des modèles de Cox univariés puis multivariés. 
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Les conditions d’application ont été vérifiées (graphiquement via les résidus de la martingale 

pour la log-linéarité, numériquement pour l’hypothèse des risques proportionnels). 

 

Nous avons considéré un seuil de significativité d’au moins 5% pour toutes les analyses. 

 

Les représentations graphiques en boite à moustache ont été réalisées en utilisant Excel, et 

en tenant compte des 1ère et 3ème percentiles (les extrémités des cylindres) et les valeurs 

minimale et maximale (extrémités des barres verticales) regroupées autour de la médiane 

(la barre à l’intérieur des cylindres).  
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Although colorectal cancer is a preventable and curable disease if early stage tumors are 
removed, it still represents the second cause of cancer-related death worldwide. Surgical 
resection is the only curative treatment but once operated the patient is either subjected 
to adjuvant chemotherapy or not, depending on the invasiveness of the cancer and risks 
of recurrence. In this context, we investigated, by mass spectrometry (MS), alterations in 
the repertoire of glycosylation of mucins from colorectal tumors of various stages, grades, 
and recurrence status. Tumors were also compared with their counterparts in resection 
margins from the same patients and with healthy controls. The obtained data showed 
an important decrease in the level of expression of sialylated core 3-based O-glycans 
in tumors correlated with an increase in sialylated core 1 structures. No correlation was 
established between stages of the tumor samples and mucin O-glycosylation. However, 
with the notable exception of sialyl Tn antigens, tumors with recurrence presented a 
milder alteration of glycosylation profile than tumors without recurrence. These results 
suggest that mucin O-glycans from tumors with recurrence might mimic a healthier 
physiological situation, hence deceiving the immune defense system.

Keywords: colorectal cancer, recurrence, glycosylation, human intestinal mucins, prognosis

introduction

Colorectal cancer (CRC) is the second leading cause of cancer-related death in the Western world (1). 
It arises as the result of an accumulation of genetic and epigenetic alterations leading to transforma-
tion of normal colonic epithelium to invasive adenocarcinomas, due to disorders in cell proliferation 
and differentiation (2).

Unlike many other malignancies, CRC is a preventable and curable disease if early stage tumors 
are removed. Actually surgical resection complemented or not with adjuvant chemotherapy is the 
only curative treatment. However, patient survival is highly dependent on the tumor stage at the 

Abbreviations: CID, collision-induced-dissociation; CRC, colorectal cancer; CsCl, cesium chloride; PAS, periodic acid-Schiff
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time of diagnosis. Metastatic CRC is frequently associated with 
recurrences within 5 years after surgery. In this context, there is 
an urgent need to identify biomarkers for early detection of CRC, 
to follow tumor development during the course of therapy and to 
predict recurrence.

Screening of risk populations currently remains based on fecal 
occult blood test and on colonoscopy for the possible discovery 
of polyps and invasive tumors. Despite the accuracy of these 
diagnostic methods, many CRC remain undetected until they 
have spread to the surrounding organs or lymph, correlating 
with poor prognosis because of the low sensitivity and specificity 
of these tests (3). Knowledge of the molecular mechanisms of 
colorectal carcinogenesis will help to improve tumor detection 
as well as treatment.

Altered glycosylation is a universal hallmark of cancer (4, 5). 
Many tumor-associated antigens defined by monoclonal anti-
bodies raised against cancer cells are cell-surface carbohydrate 
epitopes (6, 7). Among all glycoproteins, mucins, the major com-
ponent of the mucus gel covering and protecting the intestinal 
tract, are frequently altered in colon cancers. Alterations of mucin 
O-glycosylation include expression of relatively short truncated 
O-glycans and altered peripheral structures (8–13). Three types 
of alterations can lead to tumor-associated O-glycans: (i) neo-
expression of antigens that are not expressed in embryonic or 
healthy tissues; (ii) expression of oncofetal antigens that are absent 
or rare in healthy adult tissues but expressed during embryonic 
development; and (iii) modified expression levels of antigens 
found in healthy tissues. All these alterations are important in 
tumor biology and can be useful in clinical management (14). In 
CRC, alterations of mucin O-glycans include reduced expression 
of core 3 (GlcNAcβ1-3GalNAcα-Ser/Thr) and core 4 [GlcNAcβ1-
3(GlcNAcβ1-6)GalNAcα-Ser/Thr] based glycans (15, 16). Other 
features are an increased sialylation of mucin O-glycans and a 
decreased sulfation (13, 17, 18). We have previously described the 
increased expression of a core 3 disialyl-Lewisx glycan in colorec-
tal tumors, competing with its sulfo sialyl-Lewisx counterpart in 
normal tissue (19).

Biosynthesis of mucin O-glycans is governed by several 
glycosyltransferases. It has been shown that during malignant 
transformation the level of expression of genes encoding 
glycosyltransferases as well as activities and Golgi localiza-
tion of these enzymes are modified, leading to less complex 
structures or novel glycans (16, 20, 21). Overexpression of 

core 1 β1,3 galactosyltransferase (core 1 synthase) is associ-
ated with tumor growth and metastasis of colon cancer cells 
and with poor survival (22). Downregulation of core 2 β1,6 
N-acetylglucosaminyltransferase (core 2 synthase)  and β1,3 
N-acetylglucosaminyltransferase 6 (core 3 synthase) may be 
involved in maintaining the tumor phenotype (15, 21, 23–25).

The changes observed in colorectal cancer at the mucin 
O-glycosylation level reflect the alterations of gene expression of 
glycosyltransferases involved in their biosynthesis. Nevertheless, 
the accumulation of a given structure does not necessarily indi-
cate which glycosyltransferase gene is altered. Indeed, multiple 
changes can lead to the accumulation of specific structures. For 
instance, it has been shown that sialyl-Lewisx motifs accumula-
tion can result either from an absence of sulfation of the type 1 
chain Galβ1-3GlcNAc allowing its sialylation or from an absence 
of α2-6 sialylation of the core GalNAc that is replaced by the 
synthesis of the type 2 chain Galβ1-4GlcNAc further sialylated to 
form sialyl Lewisx motifs (26).

However, despite all these studies, many of the efforts focused 
on differential glycosylation of mucins on tumor detection and 
therapeutics remain investigative. Thus, in this work, we explored 
the differential expression of mucins and the expression level of 
the major O-glycans. The objective was to identify differences in 
mucin glycosylation between CRC of various stages and grades 
in order to propose new predictive or prognostic biomarkers in 
colon cancer.

results

cancer-associated alterations in Mucin 
O-glycosylation are not restricted to the  
Tumor but spread in resection Margins
To investigate potential differences in the profile of glycosylation 
of colon mucins during malignant transformation, colorectal 
tumor tissues were collected from 10 patients with tumors of dif-
ferent stages and grades (Table 1). Resection margins from the 
same patients were included in this study as well as five control 
mucosae from healthy individuals.

Purified mucins were analyzed for their glycan compositions 
and sequences. Oligosaccharides were released by base/borohy-
dride treatment followed by desalting. The pool of oligosaccharide 
alditols obtained from each sample was thus permethylated before 
analysis by matrix-assisted laser desorption ionization–time of 

TaBle 1 | characteristics of the tumor samples (and their paired resection margins) used in this study.

Patient age gender Tumor stage location Differentiation recurrence

1 46 Female III Right Poor No

2 55 Male II Right Moderate No

3 97 Female II Transverse Moderate Yes

4 69 Male IV Right Moderate Yes

5 64 Female II Transverse Moderate No

6 67 Male II Right Well No

7 82 Male III Left Moderate Yes

8 80 Female IV Right Poor No follow-up

9 62 Male III Sigmoid Moderate No

10 67 Male IV Left Mucinous No
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flight (MALDI-TOF) tandem MS and nano ESI Q-TOF MS/
MS as previously published (27–29). The relative abundance of 
oligosaccharides was calculated based on integration of peaks on 
MS spectra.

As shown in Figure  1 and Table  2, more than 60 ions cor-
responding to O-glycans carried by mucins were identified in 
this study. The O-glycans were 2–10 residues long and were 
mostly sialylated. Tumors presented the highest diversity, only 
one of the structure identified here being absent in these samples 
whereas 16 of them were absent in healthy controls and 11 in 
resection margins. Most of the oligosaccharides recovered in 
healthy mucosae were based on a sialylated core 3 structure 
[GlcNAcβ1-3(NeuAcα2-6)GalNAcol], as described previously 
(19, 30). For example, expression of this trisaccharide on MS 
spectra, corresponding to the ion at m/z 936, represented around 
30% of total glycans in healthy mucosae. A decreasing gradient of 
structures based on a core 3 was observed from healthy mucosae 
to tumoral samples, correlating with an increasing gradient of 
expression of structures based on a core 1 (Galβ1-3GalNAcol). 
Core 3-based O-glycans represented 64% of the O-glycans 
population in healthy mucosae, 56.5% in resection margins and 
only 27.5% of total O-glycans in tumors. The trisaccharidic core 
3 structure detected via the ion at m/z 936 dropped from 31% 
in healthy mucosa to 12% in the tumor. On the contrary, core 1 
oligosaccharides ranged from 13% in healthy mucosae to 21% 
in resection margins and 41% in tumors. Levels of expression of 
core 1 and core 3 between controls and tumors were significantly 
different (p-value of 0.0038 and 0.0062, respectively).

Among the 60 O-glycans identified, around one-third followed 
either a decreasing gradient of expression or an increasing gradient 
from healthy controls to resection margins and tumors (Figure 2). 
A decrease in the level of expression of sialylated core 3 structures 
at m/z 936, 1,140, and 1,314 was observed in tumors compared 
to resection margins and controls, the relative percentage of these 
three O-glycans was 18, 36, and 46% of total glycans, respectively. 
An increased level of expression of sialylated core 1 structures 
seemed to correlate with the decrease of core 3 glycans, the relative 
percentage of ions at m/z 895, 1,344, 1,518, and 1,793 corresponded 
to 7% in controls, 12% in resection margins, and 21% in tumors.

As previously described (19), an increase in the disialyl-Lewisx 
antigen at m/z 1,675 was observed in the tumor samples (9.4% 
of total O-glycans) compared to resection margins (2.5%) and 
controls (3.3%). Its 6-sulfo sialyl-Lewisx counterpart decreased 
in tumors (0.8% of total glycans) compared to resection margins 
(3.2%) and controls (7.1%). Other significant differences between 
tumors and controls concerned the important increase in the 
level of expression of ions at m/z 534 (from 1 in controls to 5.6% 
in tumors); 983 (from 1.6 to 7.5%); 1,344 (from 1.1 to 7.5%); and 
1,705 (from 0.6 to 3.2%). Interestingly, all these core 1-based 
glycans seem to follow the same biosynthetic pathway sequence: 
the T antigen at m/z 534 is first elongated by a GlcNAc residue to 
give the ion at m/z 779. A galactose residue is then linked to the 
GlcNAc residue to give the ion at m/z 983, which will further be 
substituted by one sialic acid residue (to give the ion at m/z 1344) 
or two sialic acid residues, giving the ion at m/z 1705.

The total sialylation level of mucin O-glycans did not sig-
nificantly vary between tumors, resection margins and healthy 

A

B

C

FigUre 1 | structural characterization of human colorectal mucins 
O-glycans. MALDI-MS spectra, acquired in the positive ion mode [M + Na]+ 
(or [M + 2Na-H]+ for sulfated species), of human intestinal permethylated 
O-glycans from mucins purified from (a) healthy colon controls; (B) resection 
margins; (c) paired tumoral tissue. Monosaccharide symbols according to 
the Consortium for Functional Glycomics (CFG) nomenclature. Key: fucose 
(red triangle), GlcNAc (blue square), sialic acid (purple diamond), galactose 
(yellow circle), GalNAcol (yellow square), and sulfate residue (S).
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TaBle 2 | Proposed neutral and acidic oligosaccharide structures or sequences identified in human mucins from tumors and resection margins 
of patients with colorectal cancers and from colonic mucosa of healthy individuals.

Proposed structures or  
sequences of oligosaccharides

[M + na]+ or [M + 2na-h]+ 
for sulfated species

Tumors resection margins healthy controls

534 5.6 ± 5.7 1.8 ± 2.1 1.0 ± 1.4

575 1.7 ± 1.5 5.8 ± 6.7 3.8 ± 2.5

663 0.2 ± 0.4 0.3 ± 0.6 1.0 ± 1.4

691 7.1 ± 7.1 5.2 ± 5.3 5.8 ± 4.9

708 0.5 ± 1 0.3 ± 0.6 0.4 ± 0.5

749 0.4 ± 0.8 1.0 ± 2.2 0

779 4.2 ± 1.5 5.0 ± 3.8 5.6 ± 0.4

867 0.8 ± 1.1 0.3 ± 0.6 0

895 10.9 ± 3.6 7.7 ± 4.2 5.7 ± 0.6

908 0.6 ± 1.0 1.3 ± 1.8 0.8 ± 1.1

936 12.1 ± 11.2 24.2 ± 10.2 30.8 ± 11.6

953 1.4 ± 0.6 3.0 ± 1.8 1.9 ± 0.7

983 7.5 ± 8.3 2.0 ± 0.7 1.6 ± 0.3

1,024 0.2 ± 0.4 0.4 ± 0.5 0.3 ± 0.5

1,041 0.0 ± 0.1 0.3 ± 0.6 0.2 ± 0.2

1,069 0.2 ± 0.4 0.2 ± 0.4 0.8 ± 0.1

1,071 0.6 ± 1.5 0 0

(Continued)
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Proposed structures or  
sequences of oligosaccharides

[M + na]+ or [M + 2na-h]+ 
for sulfated species

Tumors resection margins healthy controls

1,110 0.3 ± 0.5 0.7 ± 1.1 0.7

1,112 0.1 ± 0.2 0.2 ± 0.3 0.3 ± 0.4

1,127 0 0.3 ± 0.8 0

1,140 2.9 ± 2.8 4.4 ± 1.9 7.0

1,157 1.9 ± 1.2 0.4 ± 0.7 0.3 ± 0.4

1,198 0.0 ± 0.1 0.4 ± 0.6 0

1,228 0.8 ± 0.5 0.5 ± 0.5 0.6 ± 0.2

1,256 3.5 ± 1.8 2.7 ± 4.0 1.5 ± 0.4

1,314 3.3 ± 2.4 7.0 ± 4.3 8.0 ± 1.4

1,331 0.1 ± 0.3 0.1 ± 0.4 0.1 ± 0.2

1,344 7.5 ± 5.5 3.3 ± 6.0 1.1 ± 0.4

1,385 0.7 ± 1.4 1.9 ± 2.3 0.7 ± 1.0

1,402 0.8 ± 0.6 3.2 ± 1.4 7.1 ± 0.3

3 Hex, 2 HexNAc, GalNAcol 1,432 0.9 ± 0.8 0.2 ± 0.2 0.2 ± 0.3

2 Hex, 3 HexNAc, GalNAcol 1,473 0.1 ± 0.2 0.1 ± 0.2 0.2 ± 0.3

(Continued)
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Proposed structures or  
sequences of oligosaccharides

[M + na]+ or [M + 2na-h]+ 
for sulfated species

Tumors resection margins healthy controls

1,488 0.3 ± 0.6 0.8 ± 1.7 0.7 ± 1.0

2 Hex, 2 HexNAc, 1 Fuc,  
1 SO3, GalNAcol

1,490 0.2 ± 0.4 0 0

1,501 0.5 ± 0.6 0.6 ± 0.9 1.6 ± 0.7

1,518 1.7 ± 1.8 0.4 ± 0.6 0.2 ± 0.4

1,559 0.1 ± 0.2 0.1 ± 0.2 0.1 ± 0.2

2 Hex, 2 HexNAc, 2 Fuc, GalNAcol 1,576 0 ± 0.1 0 0.1 ± 0.2

1,589 0.3 ± 0.3 0.3 ± 0.5 0.4 ± 0.1

3 Hex, 2 HexNAc, 1 Fuc, GalNAcol 1,606 0.7 ± 0.8 0 0.1 ± 0.1

2 Hex, 3 HexNAc, 1 Fuc, GalNAcol 1,647 0.6 ± 0.8 0.2 ± 0.4 0.3

1,675 9.4 ± 1.2 2.5 ± 2.4 3.3 ± 0.7

3 Hex, 3 HexNAc, GalNAcol 1,677 1.0 ± 1.3 0.4 ± 1 0

1,705 3.2 ± 3.4 2.5 ± 6.0 0.6 ± 0.1

1,718 0.2 ± 0.3 0.1 ± 0.3 0.1 ± 0.1

1,746 0.9 ± 2 1.9 ± 2.3 1.1 ± 1.5

2 Hex, 2 HexNAc, 1 Fuc, 1 NeuAc, 
GalNAcol 

1,763 0.2 ± 0.2 0.2 ± 0.3 0.3 ± 0.1

3 Hex, 2 HexNAc, 2 Fuc, GalNAcol 1,780 0.5 ± 0.8 0 0

TaBle 2 | continued
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Proposed structures or  
sequences of oligosaccharides

[M + na]+ or [M + 2na-h]+ 
for sulfated species

Tumors resection margins healthy controls

1,793 0.3 ± 0.4 0.2 ± 0.4 0

2 Hex, 3 HexNAc, 1 NeuAc, GalNAcol 1,834 0.1 ± 0.1 0.2 ± 0.3 0.1 ± 0.1

3 Hex, 3 HexNAc, 1 Fuc, GalNAcol 1,851 0.4 ± 0.8 0 0.1 ± 0.1

1,879 0.2 ± 0.5 0.3 ± 0.8 0

4 Hex, 3 HexNAc, GalNAcol 1,881 0.4 ± 0.7 0 0

4 Hex, 2 HexNAc, 1 Fuc, 1 SO3, 
GalNAcol

1,898 0 ± 0.1 0.1 ± 0.2 0

3 Hex, 4 HexNAc, GalNAcol 1,922 0.2 ± 0.5 0.1 ± 0.3 0.1 ± 0.1

2 Hex, 2 HexNAc, 2 Fuc, 1 NeuAc, 
GalNAcol

1,937 0 ± 0.1 0 0.1 ± 0.1

3 Hex, 3 HexNAc, 1 Fuc, 1 SO3, 
GalNAcol

1,939 0.1 ± 0.2 0 0

3 Hex, 2 HexNAc, 3 Fuc, GalNAcol 1,954 0.1 ± 0.2 0 0

4 Hex, 2 HexNAc, 1 NeuAc, GalNAcol 1,997 0.1 ± 0.2 0 0

3 Hex, 3 HexNAc, 2 Fuc, GalNAcol 2,025 0.4 ± 0.5 0.1 ± 0.2 0.1 ± 0.1

5 Hex, 3 HexNAc, GalNAcol 2,055 0.6 ± 0.9 0 0

The relative percentage of each oligosaccharide was calculated based on the integration of peaks on MS spectra. Results are presented as the mean ± SD of percentage of each 
oligosaccharide for a same condition.
Monosaccharide symbols according to the Consortium for Functional Glycomics (CFG) nomenclature. Key: fucose (red triangle), GlcNAc (blue square), sialic acid (purple diamond), 
galactose (yellow circle), GalNAcol (yellow square), and sulfate residue (S).
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controls and represented 67, 71, and 78% of total O-glycans, 
respectively. A decrease in the level of sulfation was observed in 
tumors (only 3.4% of total oligosaccharides) compared to resec-
tion margins (5.7%) and controls (9.4%).

Generally, the levels observed for the resection margins are 
intermediate between the situation in healthy mucosa and 
what is observed in tumors. It has been shown that inflamma-
tion can affect the O-glycosylation profile, for instance, in the 
case of acute ulcerative colitis (31). Micro-inflammation could 
therefore explain the observed glycosylation pattern of resection 
margins. SD values (Table 2) indicated that levels of expression 
of oligosaccharides from tumors showed more heterogeneity 
and inter-individual variations than those from healthy controls. 
This result may be explained by the fact that tumoral samples 
presented different anatomo-pathological features such as degree 
of histological differentiation or tumoral stage.

comparison of the repertoire of glycosylation 
of Mucin O-glycans according  
to the Tumor stage
Colorectal cancers are most commonly classified using the TNM 
staging system. This system takes into account three key factors 

that are the invasiveness of the tumor (T), lymph nodes (N), and 
metastasis (M). Once the T, N, and M scores have been assigned 
(each of three factors are assigned either with a number 0–4 for 
T or 0–1 for N and M), an overall stage is determined, and thus 
treatment options may be proposed and explored. In stage 0, 
the cancer has not grown beyond the inner layer of the colon 
or rectum. In stage I, the cancer has grown into the submucosa 
and muscularis propria whereas in stage II the cancer has grown 
through all the layers of the colon or rectum with or without the 
perforation of visceral peritoneum. In stage IIc, the cancer has 
also grown into nearby organs or tissues, in contrast to stage IIb. 
Stage III is divided into three categories, depending on the extent 
to which the cancer has spread, and how many lymph nodes have 
been affected. Stage IV is the most advanced stage of colorectal 
cancers; it has metastasized to distant sites such as the liver or the 
lung. The cancer may or may not have grown through the wall 
of the colon or rectum, and lymph nodes may or may not have 
been affected.

In this study, four patients presented a cancer of stage II, three 
were of stage III, and three of stage IV. Compared to stages II and 
III, stage IV was characterized by a low increase in the level of 
expression of three ions: the ion at m/z 534, corresponding to the 
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T antigen represented 7.1% of total O-glycans in stage II to 1.2% 
in stage III and 9.7% in stage IV (Figure 3). The ion at m/z 691, 
corresponding to the sialyl Tn antigen increased from 5.9% of 
total O-glycans in stage II, 6% in stage III, and 10.7% in stage IV. 
The level of expression of the last ion at m/z 983, corresponding to 
a core 1 tetrasaccharide was 6% of total glycans in stage II, 3.9% in 
stage III, and 15.1% in stage IV. However, no direct link between 
carcinogenesis stages and O-glycans structure profile could be 
drawn from these results.

Tumors with recurrence can be Distinguished 
from Tumors Without recurrence
In this study, all patients underwent curative resection for colo-
rectal cancers. The profiles of mucin O-glycans released from 
tumors with recurrence and from tumors without recurrence 

were compared and confronted to the dataset from healthy con-
trols. Figures 4 and 5 highlight differences between samples in 
the level of expression of oligosaccharides. Three kinds of differ-
ences could be identified: ions at m/z 534, 983, 1,157, 1,344, and 
1,705, all corresponding to core 1 glycans, showed an increasing 
gradient of expression from healthy controls to tumors without 
recurrence. Tumors with recurrence presented an intermediate 
level of expression of these glycans.

On the contrary, ions at m/z 936, 1,140, and 1,314, all corre-
sponding to sialylated core 3 glycans, showed a decreasing gradi-
ent of expression from controls to tumors without recurrence, 
with again an intermediate state for tumors with recurrences.

The last kind of differences concerned sialyl Tn, sialyl T, and 
disialyl T antigens at m/z 691, 895, and 1,256, respectively. Each 
of these three antigens was more expressed in tumors with recur-
rence than in tumors without recurrence and healthy controls. 
The levels of expression of sialyl Tn antigen between the two types 
of tumors were significantly different (p = 0.012).

Discussion

Colorectal cancer is the third most commonly diagnosed cancer 
in males and the second in females, with over 1.2 million new 
cases and around 600,000 deaths estimated to have occurred 
worldwide in 2008 (32). Surgical resection is the primary treat-
ment modality for stages I–III CRC, and the most powerful tool 
for assessing prognosis following curative surgery remains patho-
logic analysis of the resected specimen. Currently, the parameters 
that determine pathologic stage are the strongest predictors of 
postoperative outcome. An intensive surveillance for patients 
with resected cancer is highly recommended, and is based on 
a clinical encounter with a physician every 3–6 months for the 
first 3 years and serial measurement of carcinoembryonic anti-
gen (CEA) at each follow-up visit. However, approximately one 
in three people who develop CRC dies of this disease and more 
than 40% will have a disease recurrence, despite development of 
screening tests and surveillance for CRC in patients with colon 
polyps and/or family history and despite progress in surgical 
resection of tumors, adjuvant chemotherapy, and postoperative 
surveillance. Therefore, the challenge is to identify new cancer 
markers for prediction of the risk of recurrence after potentially 
curative resection.

Aberrant expression and glycosylation of mucins is a com-
mon feature of all adenocarcinomas (14, 33, 34). In colorectal 
cancer, the differences from normal mucins have been described 
both at the gene and post-translational levels. The synthesis of 
MUC2,  the main intestinal secreted mucins, has been shown 
to be suppressed in colorectal cancer and its metastases (35). 
Distribution of MUC2 within goblet cells changes in adenomas 
compared to healthy mucosa, with, for example, an increased 
presence in the cytoplasm and Golgi apparatus and a decreased 
localization in the vesicle (36). A de novo expression of MUC5AC, 
a gastric foveolar mucin has been described in mucinous 
adenocarcinomas as well as in tumors exhibiting microsatellite 
instability (37–39). MUC5AC and MUC6 were also found in a 
high proportion of villous and tubulovillous adenomas but not in 
normal colonic biopsies (40). No significant association between 

A

B

FigUre 2 | gradients in the level of expression of mucin O-glycans 
from healthy controls colonic tissues (n = 5) to resection margins 
(n = 10) and paired tumors of patients (n = 10) with colorectal 
cancers. The mean is represented for all measurements. (a) CRC-specific 
increase in the level of expression of O-glycans corresponding to ions at m/z 
534, 895, 983, 1,157, 1,256, 1,344, 1,518, and 1,705. (B) CRC-specific 
decrease in the level of expression of O-glycans corresponding to ions at m/z 
663, 779, 936, 1,112, 1,140, 1,314, and 1,402.
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high mucin content in colorectal cancer and overall survival or 
celerity of disease progression has yet been demonstrated (41).

Alterations of mucin glycosylation in colorectal cancer include 
reduced number and length of carbohydrate side chains on apomu-
cins, deletion of normally expressed antigens, de novo appearance 
of novel antigens, and expression of blood group-incompatible 
antigens (20, 33, 34, 42). Although mucin O-glycans have long 
been implicated in colorectal carcinogenesis, none of them have 
been explored as potential marker of recurrence. In this study, 
we compared the O-glycosylation profile of mucins from tumors 
with or without recurrence and have observed important differ-
ences in the level of expression of O-glycans between these two 
types of samples.

First of all, the level of expression of sialyl Tn antigens at m/z 
691 is significantly higher in tumors with recurrence, compared 
to tumors without recurrence. This result is in agreement with 
previous studies demonstrating that overexpression of Tn and 
sialyl Tn antigens are characteristics of more advanced and poorly 
differentiated colon cancers (8, 43). In a recent study conducted by 
Chik et al., overexpression of sialyl Tn antigens was correlated with 
upregulation of alpha 2,6 sialyltransferase gene (ST6GALNAC1) 
and a decrease in core 1 synthase gene (C1GALT1) in the mucinous 
colorectal cancer cell line LS174T (44). Interestingly, our analysis 
of mucin glycosylation of tumors with recurrence demonstrated a 
higher proportion of core 3 O-glycans, and a weaker expression of 

core 1 O-glycans, compared to tumors without recurrence. These 
data seem to indicate a less active or expressed core 1 synthase in 
tumors with recurrence, compared to tumors without recurrence. 
This result could, at least partially, explain the higher expression 
of sialyl Tn antigens in tumors with recurrence.

A generally higher level of expression of sialyl T and disialyl T 
antigens was also observed in tumors with recurrence, compared 
to tumors without recurrence, although these differences were 
not significant. Sialylation of the T antigen is governed by action 
of ST6GalNAc-II, and an overexpression of its mRNA level has 
been correlated to poor patient survival in CRC with lymph node 
metastases (45). The incomplete elongation of O-glycans resulting 
in the abundance of these sialylated truncated structures in tumors 
with recurrence may have different origins. Epigenetic silencing 
of glycosyltransferase genes necessary for the synthesis of more 
complex O-glycan core structures may, for instance, be involved, 
for some of related enzymatic activities are known to be signifi-
cantly decreased in cancers (20, 46) Down regulation of the genes 
encoding core 1 enzyme and/or its chaperon Cosmc may also lead 
to the appearance of Tn and sialyl Tn antigens (47, 48). Hypoxia-
induced transcription modification of several glycosyltransferase 
genes may also be involved in advanced tumoral stage (49).

In this work, we compared the pattern of glycosylation of 
mucins from three tumors with recurrence and six tumors 
without recurrence. Even if numbers of cases were relatively 

FigUre 3 | comparison of the relative abundance of major mucin O-glycans purified from tumors of stage ii (n = 4), stage iii (n = 3), or stage iV 
(n = 3). A low increase in the level of expression of ions at m/z 534, 691, and 983 was observed in stage IV colorectal tumors, compared to stages II and III.
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small, the most striking feature of O-glycans from tumors with 
recurrence, compared to tumors without recurrence, concerned 
the balance between the level of expression of core  1- and 
core 3-based glycans. In tumors without recurrence, a strong 
decrease in core 3-based O-glycans, correlated to a high increase 
in core 1-based O-glycans, was observed. By contrast, in 
tumors with recurrence, the level of expression of core 3-based 
oligosaccharides remains important and only a slight increase 
in the proportion of core 1 O-glycans can be seen. Compared 
to healthy controls, the profile of glycosylation of mucins from 

tumors with recurrence is less altered than the one of tumors 
without recurrence. In other words, mucin O-glycosylation 
from tumors with recurrence looks at least partially like the one 
of healthy controls. The high proportion of core 3 O-glycans in 
tumors with recurrence may contribute to mimic normal physi-
ological conditions, rendering the immune defense system less 
efficient to fight the tumor cells.

In this study, we also compared the profile of glycosylation of 
mucins between tumors, resection margins, and healthy controls. 
No significant differences in the level of expression of Sda/Cad 
antigens were observed between these three types of samples. 
Previous studies have reported a loss of Sda synthase and Sda 
antigens in colorectal cancers (50–52). Our precedent study on 
glycosylation of MUC2 in three human colorectal carcinomas 
allowed us to demonstrate that the disialylated glycans with Sda/
Cad epitope (corresponding to the ion at m/z 1746) were both 
recovered in normal and cancerous tissues whereas a decrease 
in the monosialylated glycans with Sda/Cad epitopes was found 
(19). This study confirms that mucins from colorectal carcinomas 
still express Sda/Cad antigens. One explanation for the absence 
of differences in the level of expression of these antigens between 
healthy controls and tumors may come from the origin of sam-
ples. Indeed, it has been demonstrated that Sda/Cad antigens are 
mainly expressed in the descending colon (29, 53) and results are 
presented here as the mean of percentage of each oligosaccharide 
for all samples from the same condition. Taken individually, 
results showed great differences in the level of expression of these 
antigens (data not shown).

Comparison of glycosylation between tumors, resection 
margins, and healthy controls indicate the presence of gradients 
of expression of major O-glycans: core 3 O-glycans decreased 
from healthy controls to tumors, and an increasing gradient 
of core 1 O-glycans was recovered. This result probably arises 
from alterations in the level of expression of genes encoding 
glycosyltransferases or in the activities of such enzymes. Previous 
studies have demonstrated, by quantitative real time RT-PCR, an 
overexpression of C1GALT1 in tumors of patients with colorectal 
cancer, promoting the invasive behavior of tumoral cells (22, 54). 
Other studies, using quantitative real time PCR and immunohis-
tochemistry have shown a downregulation of core 3 synthase in 
carcinomas (24).

Comparison of the glycosylation patterns of mucins from 
resection margins and healthy controls shows that alterations of 
mucin O-glycans are not only recovered in tumors but also in 
resection margins. This suggests that, even if margins of resection 
are macroscopically and anatomically safe, molecular alterations 
are nevertheless present and may contribute to the risk of recur-
rence for certain patients.

In this study, no correlation was established between mucin 
O-glycans and the stage of colorectal cancers. Variations in the 
level of expression of certain glycans have been observed, such as 
a higher expression of ions at m/z 534 (T antigen), 691 (sialyl Tn 
antigen), and 983 in stage IV. However, none of these alterations 
were significant. Even if numbers of samples in each stage was 
relatively low, one hypothesis may be that modifications of mucin 
glycosylation are an early step during colorectal carcinogenesis.

A

B

FigUre 4 | comparison of the glycosylation pattern of mucins 
purified from colorectal tumors with or without recurrence. MALDI-MS 
spectra, acquired in the positive ion mode [M + Na]+ (or [M + 2Na-H]+ for 
sulfated species), of human intestinal permethylated O-glycans from mucins 
purified from (a) tumors with recurrence; (B) tumors without recurrence. 
Monosaccharide symbols according to the Consortium for Functional 
Glycomics (CFG) nomenclature. Key: fucose (red triangle), GlcNAc (blue 
square), sialic acid (purple diamond), galactose (yellow circle), GalNAcol 
(yellow square), and sulfate residue (S).
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FigUre 5 | comparison of the relative abundance of major mucin O-glycans between healthy controls (n = 5), tumors with recurrence (n = 3), and 
tumors without recurrence (n = 6). The mean is represented for all measurements. A decrease in the level of expression of core 3-based glycans from healthy 
controls to tumors without recurrence is seen with the ions at m/z 936, 1,140, and 1,314 and an increase in the core 1-based glycans is represented by the ions at 
m/z 534, 983, 1,157, and 1,344. Tumors with recurrence expressed higher levels of sialyl Tn (ion at m/z 691), sialyl T (ion at m/z 895), and disialyl T antigens (ion at 
m/z 1,256), compared to healthy controls and tumors without recurrence.

In conclusion, our work demonstrated for the first time a 
possible correlation between mucin O-glycosylation patterns in 
the resected tumor of patients and the risk of recurrence. These 
findings might prove valuable as prognostic tools orienting the 
cure to be given to patients after resection.

Materials and Methods

human samples and Mucin Preparation
Fresh tissue samples from 10 individuals with colorectal carci-
noma were taken at surgery. Specimens were obtained from the 
tumor as well as from resection margins. A summary of localiza-
tion of tissue sampling, tumor stage, grade of differentiation, age, 
and sex of the donors is given in Table 1. Colorectal tissues from 
five healthy individuals were also included in this study. These 
samples were healthy resection margins of colonic tissues arising 
from patients with diverticulosis. The use of human tissues for 
this study was approved by the local hospital ethics committee 
and French Ministry of Higher Education and Research (DC-
2008-242). All subjects gave written informed consent in accord-
ance with the Declaration of Helsinki.

Samples were frozen and stored at −20°C until used. A 
pathologist at the Saint Vincent Hospital of Lille carried out 
the CRC diagnosis of tumors. All samples were obtained with 
informed consent of the patients.

isolation and Purification of Mucins from 
colorectal Tissues
Mucins were solubilized in 4 M guanidine chloride solution con-
taining 10 mM dithiothreitol, 5 mM ethylenediaminetetraacetic 
acid, 10 mM benzamidine, 5 mM N-ethylmaleimide, 0.1 mg/mL 

soy bean trypsin inhibitor, and 1  mM phenylmethanesulfonyl 
fluoride.

Cesium chloride was added to an initial density of 1.4 g/mL 
and mucins were purified by isopycnic density-gradient centrifu-
gation (Beckman Coulter LE80K ultracentrifuge; 70.1 Ti rotor, 
417 600  g at 15°C for 72  h). Fractions of 1  mL were collected 
from the bottom of the tube and analyzed for periodic acid-Schiff 
(PAS) reactivity and density. The mucin-containing fractions 
were pooled, dialyzed against water, and lyophilized.

release of Oligosaccharides from Mucin by 
alkaline Borohydride Treatment
The intestinal mucins were submitted to β-elimination under 
reductive conditions (0.1 M KOH, 1 M KBH4 for 24 h at 45°C). 
The mixture of oligosaccharides alditols was purified by size 
exclusion chromatography on a column of Bio-Gel P2 (85 cm × 
2 cm ID, 400 mesh, Bio-Rad, Richmond, CA, USA) equilibrated 
and eluted with water (10 mL/h) at room temperature. The oligo-
saccharide fractions, detected by UV absorption at 206 nm, were 
pooled for structural analysis.

Permethylation and Mucin glycosylation 
analysis by MalDi-TOF Mass spectrometry
Permethylation of the mixture of oligosaccharide alditols was 
carried out with the sodium hydroxide procedure described 
by Ciucanu and Kerek (55). After derivatization, the reaction 
products were dissolved in 200  μL of methanol and further 
purified on a C18 Sep-Pak column (Waters, Milford, MA, 
USA). Permethylated oligosaccharides were analyzed by 
MALDI-TOF MS in positive ion reflective mode as [M + Na]+. 
Quantification through the relative percentage of each 
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