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Le mot "cancer" désigne plus d'une centaine de maladies. La quasi-totalité des 

tissus de l'organisme peuvent être atteints et même pour certains, plusieurs types de 

cancers sont possibles. Depuis ces 20 dernières années de nombreux progrès 

scientifiques ont permis de comprendre la naissance d'un cancer et d'identifier plusieurs 

mécanismes fondamentaux de formation des tumeurs. En fait, chaque cancer présente 

des mécanismes qui lui sont propres, mais les mécanismes qui engendrent les tumeurs 

sont communs. 

Les trente mille milliards de cellules d'un orgamsme sam forment une 

communauté complexe, où chaque groupe de cellules règle la prolifération des autres. 

Les cellules normales ne se divisent que sur ordre des ceiiules environnantes. Cette 

collaboration incessante garantit à chaque tissu une taille et une architecture adaptée 

aux besoins de l'organisme. Au contraire, les cellules cancéreuses échappent au contrôle 

des autres cellules :elles ignorent les signaux qui limitent la prolifération et n'obéissent 

qu'à leur propre programme de réplication. Elles ont, de surcroît, une propriété encore 

plus menaçante, elles s'échappent de leur site d'origine et migrent vers d'autres tissus. 

Les tumeurs issues de telles cellules malignes deviennent de plus en plus agressives 

jusqu'à en être mortelles quand elles se développent dans les organes indispensables à la 

survte. 

Toutes les cellules d'une tumeur sont issues d'une cellule unique dont la division 

est devenue anormale bien avant que la twneur ne soit détectée. La transformation 

maligne de cette cellule responsable de la tumeur survient en raison de l'accumulation 

de mutations de certains de ses gènes. Ces gènes sont la clé des mécanismes 

responsables du cancer humain. 



La naissance d'un cancer (Weinberg, 1996). 

Deu.x classes de gènes, les proto-oncogènes et les gènes suppresseurs de 

tumeurs, ont un rôle fondamental dans l'apparition d'un cancer. Normalement, ils 

coordonnent l'ensemble des réactions biochimiques du cycle cellulaire, c'est-à-dire du 

développement et de la division des cellules : les proto-oncogènes stimulent la 

croissance, tandis que les gènes suppresseurs de tumeurs l'inhibent. Des mutations de 

ces deux classes de gènes sont responsables de la prolifération cellulaire incontrôlée à 

l'origine des cancers. Ainsi, les tissus normaux "évitent le cancer" en privant les cellules 

des facteurs de croissance ou en les inondant de facteurs qui inhibent leur prolifération. 

Par contre, les cellules en voie de cancérisation échappent souvent à ces contrôles, et 

s'autostimulent en devenant insensibles aux signaux inhibiteurs. Cependant, les cellules 

ont d'autres moyens de contrôle, elles sont équipées de systèmes de sécurité qui les 

protègent contre les divisions incontrôlées. En général, les lésions de l'ADN, l'activation 

d'un oncogène ou l'inactivation d'un gène suppresseur de tumeurs déclenchent 

l'apoptose. Bien que la cellule endommagée disparaisse, cette destruction ne nuit pas à 

l'organisme et élimine les menaces potentielles que représentent ces mutations 

cancérogènes. Les tumeurs, qui apparaissent dans les tissus, naissent des rares cellules 

génétiquement modifiées qui échappent à ce mécanisme. Des travaux récents ont 

montré que les cellules sont pourvues d'un deu,xième mécanisme de défense contre la 

prolifération, distinct de l'apoptose, et basé sur le raccourcissement des télomères, 

segments d'ADN, localisés aux extrémités des chromosomes. Dans la plupart des 

cellules humaines, les télomères raccourcissent peu à peu à chaque réplication des 

chromosomes et lorsqu'ils sont devenus trop courts, ils envoient un message d'alarme 

qui ordonne aux cellules d'entrer en sénescence. Les cellules cancéreuses pallient ce 

phénomène par la production d'une enzyme, la télomérase qui permet le remplacement 

de ces segments, ainsi les cellules se répliquent sans fin. 

La transformation cancéreuse, résultant de l'accumulation des mutations causant 

la malignité, dure généralement plusieurs dizaines d'années. Néanmoins, certains gènes 

mutés sont transmis à la descendance. Cette transmission héréditaire peut provoquer 

l'apparition de cancer précoce. Des mutations dans d'autres types de gènes participent 
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aussi à certains çanr.ers familiaux précoc.es. En effe~ certains défauts hérités accélèrent 

le développement tumoral, en empêchant les protéines qui réparent l'ADN endommagé 

d'agir. Les mutations qui devraient s'accumuler lentement dans l'ADN, se multiplient de 

façon inquiétante. 

La formation de métastases ( Ruoslahti, 1996). 

Beaucoup de tumeurs solides apparaissent quand plus d'une demi-douzaine de 

gènes participants au contrôle de la croissance cellulaire sont mutés. Des anomalies 

d'autres classes de gènes participeraient également à l'apparition de la malignité, en 

conférant un caractère invasif aux cellules tumorales, capables de migrer, elles 

envahissent alors tout l'organisme et fondent des métastases à distance de la tumeur 

initiale. Bien que les connaissances sur les bases génétiques de la prolifération 

cellulaire aient beaucoup avancé, on tgnore encore presque tout des gènes qm 

contribuent alL-x étapes ultérieures du développement tumoral, la prolifération des 

Va;SS""aUX S"n"";"C' ,..U; """m.SS"""t J., h•m .. n-r p; ... .,.,C';"" des tl.SSUS envi·ronnants et la .l. \,1 U."J.,6U.J..I..I...:J "f .1. J..I.VU..I. .1. \oi.I..I.L .U .. C. LUJ. J.\,,,u..a., .I.J.J..ll'U.J.I.V.l.l. 

formation de métastases. 

L'acquisition de la capacité de migrer vers d'autres tissus est un événement 

indispensable à l'acquisition de la malignité. Pour métastaser, les cellules cancéreuses 

doivent se détacher de leur site d'origine, envahir un vaisseau sanguin ou lymphatique, 

se laisser transporter par le sang jusqu'à un site éloigné et y établir une nouvelle colonie 

cellulaire. A chacune de ces étapes, elles doivent échapper à de nombreux contrôles. 

lére étape: la perte d'adhérence intercellulaire. 

Dans les tissus normaux, les cellules adhèrent les unes aux autres et à une trame 

insoluble de protéines, la matrice extracellulaire, présente dans l'espace intercellulaire. 

Les deux types d'adhérence jouent des rôles différents lors de l'invasion des tissus et de 

la formation des métastases. 
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Les molécules, assurant l'adhérence intercellulaire, maintiennent les cellules à 

leur place, et sont absentes ou endommagées dans les cellules cancéreuses. Ainsi, dans 

divers types de cancers, la E-Cadhérine, molécule d'adhérence cellulaire, est 

partiellement ou totalement absente. La perte de l'adhérence intercellulaire est 

probablement une des premières étapes des mécanismes invasifs. 

L'adhérence à la matrice exiracellulaire, d'autre part, permet aux cellules de 

survivre et de proliférer. Normalement, si une cellules normales s'échapperait d'un tissu 

pour s'établir ailleurs, eUe meure en chemin. Au contraire, les cellules cancéreuses se 

disséminent, car elles n'ont pas besoin d'être ancrées pour survivre. 

ièmeétape : la destruction du soutien. 

Les cellules cancéreuses ne doivent pas seulement résister à l'absence d'ancrage, 

elles ont également d'autres obstacles à éviter. Les cellules épithéliales, à l'origine de 

nombreux cancers, sont séparées du reste de l'organisme par une membrane basale, une 

mince couche d'une matrice extracellulaire spécialisée. Celle-ci fonne une barrière 

infranchissable pour la plupart des cellules normales. Les globules blancs sont des 

exceptions, car même normaux , ils pénètrent dans les tissus et traversent les 

membranes basales. Comme les globules blancs, les cellules cancéreuses se font un 

chemin en libérant des métalloprotéases qui dissolvent les membranes basales et 

diverses matrices extracellulaires. Les cellules normales produisent peu de 

métalloprotéases et beaucoup d'inhibiteurs de ces enzymes. Après avoir traversé la 

seconde membrane basale d'un vaisseau sanguin et la couche de cellules endothéliales 

qui forment le revêtement interne du vaisseau, la cellule cancéreuse atteint le sang et 

migre ainsi vers d'autres sites de l'organisme. 

3ième étape : les cellules circulent dans le sang. 

Même quand des cellules cancéreuses pénètrent dans le sang, elles ne forment 

pas nécessairement des tumeurs secondaires. Parmi les cellules cancéreuses présentes 

dans le sang, moins de une sur dix mille survit et fonde une nouvelle tumeur éloignée. 
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Dans le sang, les ce11ules cancéreuses semblent vulnérables : elles doivent échapper à la 

vigilance du système immunitaire. Pour survivre, les cellules devraient s'ancrer très 

rapidement à l'endothélium d'un petit vaisseau sanguin. 

4ièmc étape: adhérence et formation d'une tumeur secondaire. 

Les cellules cancéreuses métastasent préférentiellement dans certains tissus. 

Elles sont généralement piégées dans le premier lit vasculaire qu'elles rencontrent en 

aval de leur site d'origine. Les cellules cancéreuses, souvent de grande taille, 

s'accrochent aux capillaires les plus fins. Le piégeage des cellules cancéreuses dans les 

vaisseaux sanguins n'explique pas toutes les formations de métastases. Le système 

d'adressage moléculaire présent à la surface des cellules semble déterminer les sites de 

métastase, certaines cellules cancéreuses migreraient préférentiellement dans certains 

sites, car leurs molécules d'adhérence auraient une forte affinité pour ceJles que porte le 

revêtement interne des vaisseaux sanguins des tissus cibles. 

Ainsi, l'hypothèse, que les cellules cancéreuses emprunteraient le même 

mécanisme d'extravasion qui permet aux globules blancs d'atteindre le lieu de 

l'inflammation, est souvent évoquée. Ce mécanisme fait intervenir un signal de 

reconnaissance porté par la partie glycannique à la surface extracellulaire des 

leucocytes, les motifs sialyl-Lewisx et/ou sialyl-Lewisa. Les cellules cancéreuses imitent 

peut-être naturellement le comportement des globules blancs, car elles fàbriquent 

souvent ces motifs. 
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On connaît encore mal les détails moléculaires du mécanisme qui transforme 

une cellule cancéreuse localisée, en une cellule métastatique. Les modifications 

génétiques qui permettent aux cellules de se multiplier sans restriction et de résister à 

l'apoptose sont indispensables à la diffusion métastatique, car elles permettent aux 

cellules de survivre sans ancrage. Toutefois, on ignore encore ce qui confère la capacité 

invasive et métastatique aux cellules cancéreuses. L'hypothèse que les déterminants 

glycanniques présents à la surface cellulaire et modifiés au cours de la transformation 

cancéreuse des cellules, participeraient activement à la formation des métastases, nous 

a conduit à analyser les changements de glycosylation observés dans les cancers. De 

plus, la participation de la sialylation dans ce mécanisme est très importante, puisque 

l'augmentation de sialylation est une des caractéristiques des cellules cancéreuses. 

Ainsi, l'étude des sialyltransférases impliquées dans cette augmentation et dans la 

formation des déterminants sialyl-Lewisx et sialyl-Lewisa, pourrait nous apporter des 

informations sur leur participation dans l'apparition des métastases. 

6 





I- LES CHANGEMENTS DE GLYCOSYLATION DANS LES 

CANCERS : PEUT-ON LES ASSOCIER A DES MARQUEURS 

PRONOSTIQUES ? 

A- La glycosylation, les glycoconjugués. 

La glycosylation est l'une des modifications post-traductionnelles des protéines 

les plus importante. Les glycoconjugués possédant une partie oligosaccharidique liée à 

une protéine ou à un lipide (nommés respectivement glycoprotéine et glycolipide), 

composent une couche appelée "le glycocalix" ancré sur la membrane à la surface 

extracellulaire. Ils peuvent également se retrouver libres dans les milieux biologiques. 

Les glycoprotéines jouent un rôle important dans de nombreux phénomènes 

biologiques. La présence d'oligosaccharides associés à des protéines solubles ou liés à la 

membrane extracellulaire permet d'augmenter la solubilité dans l'eau de ces composés, 

contribue à une bonne orientation de ces molécules, permet une protection contre les 

protéases, etc ... (Varki, 1993). 

Parallèlement à ces modifications des propriétés physico-chimiques des 

glycoconjugués et du fait de cette position à la surface cellulaire, ces glycannes 

interviennent dans les phénomènes de reconnaissance cellulaire. Généralement, ces 

oligosaccharides sont caractéristiques d'un type cellulaire. II est maintenant établi que 

les variations structurales de ces composés sont contrôlées durant le développement et 

la différenciation cellulaire. De plus, dans des conditions pathologiques, des 

changements de ces parties saccharidiques sont observés. 

Ainsi, depuis plusieurs décennies, de nombreux auteurs ont observé des 

glycosylations "aberrantes" au niveau de cellules cancéreuses. Plus récemment, les 

structures saccharidiques exprimées à la surface des cellules tumorales ont été associées 

au potentiel métastatique de ces cellules, et pourraient ainsi être utilisées comme 

marqueur pronostique. 
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1- Eléments structuraux. 

La grande diversité des glycoprotéines résulte d'une part, dans la variabilité de la 

partie protéique, mais également, dans la variabilité de la liaison de la partie 

glycannique à la protéine, ainsi que dans l'enchaînement des monosaccharides 

composant cette chaîne. Enfin, le nombre et la longueur des chaînes saccharidiques 

varient selon la protéine. 

La partie glycannique est composée d'un nombre variable d'oses neutres : D

galactose (Gal), D-glucose (Glc), D-mannose (Man) et L-fucose (Fuc); d'osamines sous 

forme N-acétylée telles la N-Acétyl-D-glucosamine (GleNAc) et la N-Acétyl-D

galactosamine (GalNAc) ; et d'oses chargés tels que les acides sialiques (acide N

Acéty!Neuraminique, NeuAc; acide N-G1ycolylNeuraminique, NeuGc ). 

La nature de la liaison covalente de la chaîne oligosaccharidique à la chaîne 

polypeptidique permet de distinguer: 

- les N-glycosylprotéines : la liaison s'effectuant entre un résidu de GleNAc et le 

groupement NH2 d'un résidu asparagine (Asn) de la chaîne protéique. 

- les 0-glycosylprotéines : la liaison s'effectuant entre un résidu de GalNAc et le 

groupement OH d'un résidu de sérine (Ser) ou de thréonine (Thr) de la protéine. 

- les glycoprotéines mixtes comportant à la fois des liaisons de type N- et 0-

glycosidique. 

2- Biosynthèse des chaînes oligosaccharidiques des 

glycoprotéines. 

a- Biosynthèse des N-glycannes. 

a-1- première étape dans le RER 

La biosynthèse des N-glycannes débute au niveau de la surface cytoplasmique du RER 

(reticulum endoplasmique rugueux), par un assemblage de résidus de GleNAc sur un 

résidu polyisoprénique particulier, le dolicho1 (Dol) aboutissant à la structure GlcNAcr 
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P-P-Dol (Figure 1, page 10). Par la suite, neuf résidus de Man sont ajoutés, les cinq 

premiers à partir de GDP-Man sur la face cytoplasmique, les quatre derniers sont 

ajoutés sur la face luminale après retournement de l'intermédiaire Man5GlcNAcz-P-P

Dol vers la face interne du RER. Le donneur pour les réactions localisées dans la 

couche lipidique interne est le Man-P-Dol synthétisé face cytoplasmique à partir de 

GDP-Man. C'est par un mécanisme identique que sont additionnés les trois derniers 

résidus de Glc. L'intermédiaire lipidique ainsi formé Glc3Man9GlcNAcrP-P-Dol a une 

forte affinité pour l'oligosaccharyltransférase qui catalyse le transfert en bloc de la 

fraction glycannique sur la protéine. La liaison N-glycannique s'effectue sur un résidu 

asparaginyl d'un triplet consensus Asn-X-Thr/Ser (X étant un aminoacide quelconque, 

sauf la proline). Par la suite, l'action successive de glucosidases I et II et de la 

mannosidase du RER aboutit à la structure Man8GlcNAcz-protéine et permet ainsi son 

transfert dans le compartiment golgien. 

a-2- dezccième étape: l'appareil de Golgi. 

Dans les premières saccules golgiennes (Figure 2, page 11), la maturation se 

poursuit par l'action de mannosidases spécifiques et de la N

acétylglucosaminyltranférase I pour aboutir à la structure GlcNAcMan5GlcNAcr 

protéine. A partir de cette structure c'est l'action séquentielle de la mannosidase II suivie 

de toute une série de glycosyltranférases : N-acétylglucosaminyl-, galactosyl-, fucosyl

et sialyltransférases, qui aboutit à la multiplicité des structures. L'activité catalytique 

des glycosyltransférases s'exerce sur un accepteur spécifique par addition de 

monosaccharides (Glc, Man, Gal, GleNAc, Fuc, NeuAc) à partir d'un donneur activé, un 

glycosyl-nucléotide. 

Ces enzymes présentent toutes une spécificité très étroite vis-à-vis de la 

structure acceptrice, vis-à-vis du donneur de monosaccharide à transférer, et vis-à-vis du 

type de liaison formée. A la vue des différentes structures glycanniques qui ont pu être 

déterminées à ce jour, il existerait plus d'une centaine de glycosyltransférases 

différentes. Une étape charnière impliquant une famille d'enzymes, les N

acétylglucosaminyltransférases, contrôle la substitution des résidus a-Man du noyau par 

un à cinq résidus de GleNAc ou, par l'expression d'un résidu GleNAc intercalaire lié 
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3 UDP-+ 

3UDP 

~ Dolichol phosphate 

• N-Acétylglucosamine 

• Mannose 

+ Glucose 

Figure 1 :Topographie du cycle des dolichols (d'après Abeijon et Hirschberg, 1992). 

Les enzymes impliquées à chaque étape du cycle sont: 1 : N-acétylglucosaminyl-1-P-transférase 
et N-acétylglucosaminyltransférase; 2 : cinq mannosyltransférases (GDP-Man dépendantes); 3 : 
"flipase"; 4 et 5 : Man-P-Dol synthétase; 6 : quatre mannosyltransférases (Man-P-Dol 
dépendantes); 7 et 8 : Glc-P-Dol synthétase; 9 : glucosyltransférases; 10 
oligosacccharyltransférase; 11 : Dol-pyrophosphatase; 12 : a-glucosidase I et II; 13 : RE al ,2-
mannosidase. 
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RETICULUM ENDOPLASMIQUE 

TRANS-GOLGI __ --------
,_/-/~ : : ~DP :·: 

Fj<( .. ·.·.··••····• ... ~ • 
,_/ '"'~~ ~ ~ .· ------RESEAU TRANS-GOLGIEN 

( .·.· .•... ~ .... ·· .. •.·.··•••••· .. ·.i .• : -;=tt,·.·.· ··.··.·•.••.· .. ·.·.•· ...•..•. · .. •.·.•··.··.·.· ... ·.• .. ·.·.·.·.·•.· .. · .. •.·.··.· .. · .... ·.· .. · ... ··.· .... · ~~:>;kc) 
·-----------~--

• Glc 

• Man 

• GleNAc 

• Gal 

• Fuc 

• NeuAc 

Figure 2 : Schéma simplifié de la biosynthèse des N-glycoprotéines 

Les enzymes impliquées à chaque étape sont : l : oligosaccharyltransférase; 2 : a.-glucosidase I; 
3 : a.-glucosidase II; 4 : RE a.1,2-mannosidase; 5 : a.-mannosidase I; 6 :N
acétylglucosaminyltransférase I; 7 : a.-mannosidase II; 8 : N-acétylglucosaminyltransférase II; 9 : 
a.l,6-fucosyltransférase; 10 : ~ 1,4-galactosyltransférase; ll : a.2,3/6-sialyltransférases. 
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directement au ~-Man. Six activités N-acétylglucosaminyltransférases (Figure 3, page 

13) génèrent des structures de type N-acétyllactosaminique de mono- jusqu'à penta

antennées avec ou sans résidu intercalaire. Les trois types de N-glycannes rencontrés les 

plus fréquemment sont les types oligomannosidiques, hybrides et N

acétylpolylactosaminiques (Figure 4, page 13). 

Les N-glycannes portés par une glycoprotéine produite par un même tissu ne 

subissent pas tous une maturation identique. Une même glycoprotéine aura donc des N

oligosaccharides différents, bien qu'ils aient tous effectué le même cheminement 

intracellulaire. Cependant, la structure glycoprotéique obtenue est toujours fonction des 

glycosyltransférases présentes dans un tissu donné. Celles-ci agissant séquentiellement, 

le produit particulier de l'action de l'une étant le substrat spécifique de la suivante, 

qu'une glycosyltransférase soit absente ou mal localisée, la structure finale sera 

différente. 

b- la 0-glycosylatioll. 

Alors que la N-glycosylation débute dans le RER par le préassemblage d'un 

oligosaccharide qui sera transféré en bloc sur un résidu Asn de la protéine naissante, la 

0-glycosylation repose exclusivement sur l'addition séquentielle de monosaccharides à 

partir de glycosylnucléotides donneurs. La 0-glycosylation est initiée par l'addition d'un 

résidu de GalNAc sur un résidu séryl ou thréonyl de la glycoprotéine. Les chaînes 0-

glycanniques (Figure 5, page 14) comportent trois régions: 

• le noyau (ou core) incluant le résidu de GalNAc de la liaison à l'axe peptidique et le 

ou les deux monosaccharides substituant cette GaiN Ac. 

• le squelette formé par l'addition alternée de résidus de Gal et de GleNAc, formant les 

structures disaccharides de base : de type 1 ou lacto (Gal~l-3GlcNAc) et de type 2 

ou néolacto (Gal~ 1-4GlcNAc ). 

• la périphérie représentée par les monosaccharides substituant ce squelette : acide 

sialique (a2,3 et a2,6), Fuc (al,2; a1,3; al,4), GalNAc (~1,4), GleNAc (al,4), 

galactose (al,3), et groupements sultàtes. 

Les régions périphériques les mieux caractérisées sont celles qui possèdent les activités 

de groupe sanguin A, B, H et Lewis. 
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GlcNAc-T v ) ... GlcNAcB1-6 

GlcNAc81-4 ~ GlcNAc-T VI 

GlcNAc-T Il GlcNAcB1-2 ~ 

GlcNAc-T Ill :~ GlcNAcB1-4 

GlcNAc-T IV 

GlcNAc-T 1 > GlcNAcB1-2 

Figure 3 : Les six N-acétylglucosaminyltransférases (GleNAc-T 1 à VI) impliquées 
dans la synthèse des N-glycannes penta-antennés et dans l'addition d'un résidu de 
N-acétylglucosamine intercalaire. 

Manu 1-2Mancx1 

Mancx1-2Mancx1 

Mancx1-3 

Type N -acéty!lactosarniniq ue 

Figure 4 : Les trois types de structures glycanniques retrouvées sur les N
glycoprotéines. 

Le noyau pentasaccharidique commun à toutes les structures glycanniques est indiqué 
par un cadre gris. 
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GleNAc 
noyau 4 1 131-6 

Gal~ l-3GaiNAca.l-R 

core 4 ~6-GlcNAc-T j 
noyau 3 GleNAc~ I-3GalNAca.l-R noyau 7 noyau 5 

GaiNAca.l-3GaiNAca.l-R 
GaiNAca.l-6GalNAca.l-R i 

core 3 63-GicNAc-T ~ 
core 5 a.3-GaiNAc-T 

core 7 a.6-Gal .-~. 

(.~;~ a.6-NeuAc-T .... 1 GaiNAca.1-R l ( Tn) 
~~jNeuAca.2-6GaiNAca.l-R ..(···················core 1 133-Gai-T 1 ~~69-GicNAc-T 

• ~GleNAc 
NeuAca.2-3Gai~1-3GaiNAca.l-R a.~-::.~.~~~.~T Gai~1-3GaiNAca.l-R noyau 1 1131-6 

/----~ 1 (T~") GalNAca.l-R 

~~~) core 2 (36-GlcNAc-T. "'-~ noyau 6 

GleNAc 

1 131-6 

Gali31-3GaiNAca.l-R noyau 2 

~3-G!cNAc-T t 
GleNAc 

1 131-6 
GlcNAci31-3Gaii31-3GalNAca.l-R 

134-Gai-T ............ ...-

Jo:..····· 

GleNAc chaîne type 2 
1 131-6 

Galf31-4GicNAc131-3Gali31-3GaiNAca.l-R 

~ 

( Le
x/\ a.3-NeuAc-T 1 GleNAc , _____ ) v 1 131-6 

NeuAca.2-3Gali31-4GicNAci31-3Gaii3I-3GalNAca.I-R 

a.3-Fuc-T GleNAc 

v 1 131-6 

NeuAca.2-3Gaii3I-4GicNAci31-3Gaii31-3GalNAca.l-R 

la.t-3 

Fuc 

··········· ..... 133-Gai-T 

······~ 

chaîne type 1 GIGNAc 
1 131-6 

Gaii31-3GicNAci3I-3Galf31-3GaiNAca.1-R 

{;!t"'\ a.3-NeuAc-T ~ GleNAc \v ..- \131-6 
NeuAca.2-3Galf31-3GlcNAci31-3Gaii31-3GalNAca.l-R 

(s~ a.4-Fuc-T 

--------
GleNAc 

1 131-6 

NeuAca.2-3Gaii3I-3GlcNAci31-3Gaii31-3GaiNAca.l-R 

\a.I-4 

Fuc 

Figure 5: Voies de biosynthèse des chaînes 0-glycanniques (revue de Brockhausen, 1995) 

- synthèse des noyaux ( ~), exemples d'élongation et de terminaison ( .......... :>) 

- R = Ser/Thr , T = transférase 
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Bien que les lieux où se déroule la biosynthèse des 0-glycannes ne soit pas bien 

définis, celle-ci apparaît comme un processus régulé par la spécificité de substrat des 

glycosyltransférases. En effet, la spécificité des différentes enzymes oriente la direction 

prise par la structure glycannique en formation. Ainsi, plusieurs activités 

glycosyltransférasiques peuvent être en compétition pour un même 0-glycanne 

accepteur. D'autres facteurs participent également à la conduite des processus de 0-

glycosylation : l'addition de signaux de terminaison sur les chaînes 0-glycanniques en 

cours de formation comme, par exemple, la substitution de la structure par un acide 

sialique ou par un monosaccharide lié en anomérie a, stoppe définitivement toute 

évolution du 0-glycanne. 

A la vue de ces données, nous pouvons donc conclure que les structures des 0-

et des N-glycoprotéines présentes dans un type cellulaire donné dépendent en grande 

partie des glycosyltransférases exprimées dans cette cellule. 

B- Les changements de glycosylation dans les cellules 

cancéreuses. 

Généralement, les changements les plus fréquemment décrits dans les cancers au 

niveau de la glycosylation sont : 

0 l'augmentation de la synthèse de glycannes branchés et sialylés. 

0 la terminaison prématurée de la biosynthèse résultant d'une expression de formes 

incomplètes des 0-glycannes principalement. 

0 la ré-expression d'antigènes glycosidiques oncofeotaux. 

Dans de nombreux cas, la formation de ces structures "aberrantes" est due à 

l'altération de la régulation d'une ou plusieurs glycosyltransférases clés. 

Dans de nombreux systèmes expérimentaux, la relation entre une glycosylation 

"aberrante" et la biologie du cancer a été étudiée par deux approches principales: 

• la première explore la modification de glycosylation par des inhibiteurs de la 
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biosynthèse ou par traitement à l'aide de glycosidases (Humphries et al., 1986; 

Kijima-Suda et al., 1986; Dennis et al., 1990; Wagner et al., 1990). 

• la seconde est basée sur l'étude de sous-populations de cellules cancéreuses 

sélectionnées pour un phénotype donné ; par exemple, une augmentation ou une 

diminution du potentiel métastatique, ou une résistance à une lectine donnée (Dennis 

et al., 1984; 1986; Ishikawa et al., 1989; Irimura et al. 1986; Benedetto et al., 1989). 

Cependant, il ne faut pas oublier que les inhibiteurs de glycosylation sont 

souvent cytotoxiques et que leurs effets sont réversibles. De plus, ils ne sont pas 

spécifiques d'une structure oligosaccharidique particulière. D'un autre côté, les cellules 

sélectionnées pour un phénotype particulier peuvent diverger de la population cellulaire 

originelle non seulement au niveau du phénotype mais aussi par de nombreuses autres 

propriétés. Il faut donc examiner avec précaution une éventuelle relation de causalité 

entre une glycosylation altérée et le phénotype cancéreux de ces cellules. 

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons uniquement aux changements 

structuraux des glycoconjugués observés dans les cancers. 

1- Les structures oligosaccharidiques spécifiquement 

impliquées dans la biologie cancéreuse. 

Les changements des structures oligosaccharidiques détaillés ci-après, sont 

souvent associés aux cancers humains. Leur importance est soulignée par Je fait qu'ils 

sont souvent reliés à un stade précis de la maladie. Leur détection par des lectines ou 

des anticorps monoclonaux peut aider à obtenir des informations à des fins 

diagnostiques et/ou pronostiques. Dans tous les cas, ils semblent intervenir directement 

dans la progression des cancers. 

a- les séries "facto" 

Comme le montre la figure 6 (page 1 7), le Gal peut être lié au GleNAc par une 

liaison f3 1-3 ou f31-4 formant ainsi les 2 unités de bases : le type 1 et le type 2 

respectivement; ces unités étant trouvées linéairement dans les séries "lacto". La 
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unité de base de Type 1 : Gal/3 1 -3GlcNAc 

unité de base de Type 2 : Gal/3 1 -4GicNAc 

Antigènes 

"i": (Galf31-4GlcNAcf31-3 Galf31-4GlcNAc)n-R 

"l" : GlcNAc/3 1-3 Galf31-4GlcNAc-R 

H: 

A: 

Galf3 1 -4GlcNAcf3 1-6 

Gal/31-3( 4 )GlcNAc-R 
1 

Fuca.l-2 

1 

GalNAca 1 -3Galf31-3( 4 )GlcNAc-R 
1 

Fucal-2 

B: Ga1a1-3Ga1f31-3(4)GlcNAc 
1 

Fucal-2 

L 
. a 

eWIS : Gal/3 1-3GlcNAc-R 
1 

Lewisx: Galf31-4GlcNAc-R 
1 

Fuca1-4 

sialyl-Lewis
3 

: NeuAca2-3Galf3 1 -3GlcNAc-R 
1 

Fucal-4 

sialyi-Lewisx : NeuAca2-3Galf3 1 -4GlcNAc-R 
1 

Fuca1-3 

Fucal-3 

dimère-sialyl-Lewisx : NeuAca2-3Galf3 1 -4GlcNAcf3 1 -3Galf3 1 -4GlcNAc-R 
1 1 

Fucal-3 Fuca1-3 

Lewisy: Ga1f31-4GlcNAc-R 
1 1 

Fucal-2 Fuca1-3 

Figure 6 : Exemples de structures de bases et de déterminants antigèniques 
glycanniques (DaiJ'Olio, 1996). 
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répétition de ces deux unités est fréquemment trouvée dans les N- et 0-glycannes des 

glycoprotéines et des glycolipides. Quand il y a extension linéaire des chaînes de type 2 

(motifpolylactosaminique), ceci conduit à la formation de l'antigène "i". La présence de 

GleNAc branché en f31-6 sur le Gal (conférant un point de branchement) forme 

l'antigène "I". Les enzymes-clés contrôlant l'élongation (antigène i) ou le branchement 

(antigène I) des chaînes polylactosaminiques sont respectivement la f31-3GlcNAc 

transférase et la f31-6GlcNAc transférase (Van den Eijden et al., 1988; Piller et al., 

1984; Gu et al., 1992, Fukuda et al., 1985). Plusieurs observations indiquent que 

l'expression des antigènes "I", "i" est régulée pendant le développement embryonnaire. 

Les érythrocytes de foetus humain expriment l'antigène "i", tandis qu'après la naissance, 

la biosynthèse se déplace vers la production d'antigène "I" (Fukuda et al., 1985). 

L'altération dans l'expression des antigènes "I" et "i" a été notée au niveau des cancers 

du pancréas et du pownon (Schuessler et al., 1991; Itai et al., 1990). 

L'extension des chaînes "lacto" est importante non seulement parce que ces 

chaînes sont considérées comme des antigènes associés aux cancers, mais aussi parce 

qu'elles fournissent la structure de base pour des substitutions par des résidus de fucose, 

(ce qui donne les antigènes A, B, H et Lewis), et par des résidus d'acide sialique. Les 

séquences polylactosaminiques des 0- et des N-glycannes sont branchées 

préférentiellement en f31-6 sur un résidu de GleNAc (Pierce & Arango , 1986; Yousefi 

et al., 1991; Van den Eijden et al., 1988). L'expression, des chaînes 

polylactosaminiques semble contrôlée par le degré de branchements en f31-6. 

b- le branchement en PI-6. 

b-1- dans les N-glycannes. 

L'un des plus importants changements de glycosylation associé au cancer est 

l'augmentation du branchement en f31-6 sur les N-glycannes. Cette modification 

implique la présence d'un résidu de GleNAc branché en f31-6 au noyau mannosidique 

(Figure 3, page 13). Une association directe entre l'augmentation du branchement en 

f31-6 et le potentiel métastatique est suggérée par de nombreuses études. Ainsi, des 

mutants de cellules de souris MDAY-D2 sélectionnés pour leur résistance à la L-PHA 
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(lectine spécifique des N-glycannes contenant des branchements en {31-6) ont le même 

potentiel tumorigène que les cellules parentales, mais leur pouvoir métastatique est 

spectaculairement réduit (Dennis et al., 1987). De plus, l'activité GleNAc transférase V, 

enzyme responsable du branchement en {31-6, est réduite. Il a été suggéré que la 

présence des branchements en {31-6 sur les N-glycannes facilite l'invasion à travers la 

membrane basale (Y agel et al. 1989). 

Des études cliniques ont révélé une augmentation du niveau de réactivité de la 

L-PHA dans les sections de tissus issus de cancer humain. Pour les carcinomes de 

l'oesophage, les cellules L-PHA positives sont réparties de façon prédominante à la 

surface externe des tumeurs près des tissus adjacents (Takano et al., 1990). Tous les 

carcinomes du sein et les hyperplasies épithéliales avec atypie, montrent une 

augmentation de la fixation de la L-PHA comparée aux fibroadénocarcinomes et aux 

hyperplasies sans atypie. Dans les carcinomes du côlon au stade C de la classification 

de Duke, les métastases présentes dans les ganglions lymphatiques périphériques 

expriment plus de sites fixant la L-PHA que les tumeurs au stade A (qui sont confinées 

au site primaire de croissance) (Fernandes et al., 1991). Ainsi, la corrélation entre 

l'augmentation du branchement en {31-6 et l'augmentation du potentiel métastatique 

trouvée chez la souris (Dennis et al, 1987) semble applicable à l'homme. 

La transformation de cellules BHK par l'oncogène src induit une augmentation 

du branchement en {31-6 et de l'activité GleNAc transférase V, résultant de 

l'augmentation du taux de transcription et donc du nombre d'enzymes actives, plutôt que 

de l'altération des propriétés cinétiques de l'enzyme par des modifications post

traductionnelles (Palcic et al., 1990; Buckhauslts et al., 1997). 

b-2- Dans les 0-glycannes. 

Pour les 0-glycannes, la présence de GleNAc branché en {31-6 (core de type 2, 

Figure 5, page 14) est aussi associée au potentiel métastatique. L'activité enzymatique 

responsable de ce branchement: la core 2 f31-6GlcNAc transférase est augmentée dans 

des lignées cellulaires tumorales murines (Y ouse fi et al., 1991) ainsi que dans les 

myoblastomes humains et dans les cellules issues de leucémie (Brockhausen et al., 

1991 ). Ces 0-glycannes contenant des structures de core 2 sont retrouvés 
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majoritairement liés à la leukosialine, glycoprotéine présente à la surface des 

lymphocytes Tet dans les cellules leucémiques (Saitoh et al., 1991; Fukuda, 1991). A 

l'inverse, au niveau du côlon humain, l'activité core 2 131-6 GleNAc transférase diminue 

durant la progression du cancer (Vavasseur et al., 1994; Yang et al., 1994). Cependant, 

l'ARNm de cette enzyme est détecté dans les tumeurs coliques et cette expression est 

corrélée à la profondeur de l'invasion tumorale (Shimodaira et al., 1997). 

c- les antigènes de groupe sanguin A, B, H. 

Les antigènes A, B, H (Figure 6, page 17) sont portés par les glycoprotéines et 

les glycolipides des globules rouges, des cellules endothéliales et épithéliales de 

nombreux tissus, et sont présents dans les sécrétions. 

La description détaillée des altérations de ces groupes sanguins associés au 

cancer a fait l'objet de plusieurs publications (Watkins, 1980; Hakamori, 1989, 

Stenersen & Debelsteen 1992; Itzkowitz, 1992; Omtoft, 1992). 

L'expression aberrante des antigènes A, B, H au niveau des tumeurs s'exprime par : 

• une délétion des antigènes normalement présents dans les tissus adultes, 

accompagnée d'une accumulation des précurseurs saccharidiques, 

• une ré-expression d'antigènes fœtaux, normalement absents dans les tissus adultes, 

• l'expression d'antigènes "incompatibles" avec le groupe sanguin de l'individu. Par 

exemple, un individu possédant des érythrocytes exprimant un phénotype 

antigènique B ou 0 peut exprimer l'antigène A sur des cellules cancéreuses de côlon. 

Cependant, si on peut expliquer les 2 premiers points par une dérégulation de 

l'expression d'une ou plusieurs des glycosyltransférases impliquées dans la biosynthèse 

de ces antigènes, le troisième point demande plus d'explications. En effet les allèles A 

et B sont exprimés de façon codominante et l'allèle A, codant la GalNAc transférase, 

n'est pas présent chez les individus B ou O. La génétique et les bases biochimiques de 

ces phénomènes restent encore inconnues. Cependant, il ne faut pas oublier que les "A 

et B transférases" ne diffèrent l'une de l'autre que par la substitution de 4 acides aminés 

(Yamamoto et al., 1990) et que dans certaines circonstances la B galactosyltransférase 

peut transférer de la GalNAc (Greenwell et al., 1986). Une recherche de patients 

atteints de cancer gastrique, de groupe sanguin 0, à l'aide d'un anticorps monoclonal 

dirigé contre la "A-transférase", révèle sa présence ainsi que son activité enzymatique 
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dans 10% des cas (David et al., 1993). 

Les antigènes A, B, H sont exprimés au niveau du côlon de foetus humain selon 

le groupe sanguin de l'individu. Après la naissance, l'expression des antigènes A, B, H 

est restreinte au niveau du côlon proximaL Dans le cas de cancer du côlon, ce gradient 

proximal-distal est perdu car le côlon distal exprime égaiement ces antigènes (Yuan et 

al., 1985). L'expression aberrante des antigènes A, B, Ha été rapportée dans les cancers 

du pancréas (Itzkowitz et al., 1987), dans les hépatocarcinomes (Okada et al., 1987), 

dans les carcinomes de la vessie ( Aprikian et al., 1993; Sheinfeld et al., 1992, Orntoft 

1990) et dans les carcinomes de l'ovaire (Metoki et al., 1989). Dans les cancers du 

poumon, la perte des antigènes A, B, H a été positivement corrélée au potentiel 

métastatique et par conséquent à un "mauvais pronostic" (Matsumoto et al., 1993). 

Cependant, cette relation n'a pas été confirmée dans une autre étude (Gwin et al., 1994). 

Orntoft ( 1990) a relaté les changements dans l'expression de ces antigènes dans 

les cancers de la vessie et les a associés au grade de dysplasie et à l'invasion (Tableau I, 

page 21 ). Une délétion graduelle des antigènes A, B, H est retrouvée dans les lésions 

non-invasives, alors que cette délétion est toujours totale dans les tumeurs invasives. La 

perte des antigènes de groupe sanguin A, B, H semble aussi associé au pronostic 

tumoral des carcinomes de la tête et du cou (Carey et al., 1993). Ainsi, la perte 

d'expression des antigènes A, B, H semble être associée à une rechute précoce. 

Tableau 1 : Changements dans l'expression des antigènes de groupe sanguin A, B, H 
associé à l'augmentation dans le grade de dysplasie et l'invasion dans les cancers de 
la vessie (Orntoft, 1990). 

Carcinome non-invasif 

: 1 - interruption dans la stratification des antigènes. 

2 - changements dans la localisation cellulaire des antigènes 

3 - délétion graduel dans l'expression des antigènes A, B, H. 

Carcinome invasif 

4- toujours une perte total des antigènes A, B, H 

5 - expression uniforme des précurseurs des structures A, B, H. 

L'un des problèmes inhérant à l'étude des groupes sanguins (AB 0), est que leur 

expression dans un tissu particulier peut varier chez les individus d'un même groupe 

sanguin (Dabelsteen et al., 1991; Orntoft, 1992; Oriol et al., 1992). Ces variations sont, 
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en partie, régulées par les gènes sécréteurs (Se/se) qui contrôlent l'expression des 

antigènes A et B par la présence du précurseur chimique l'antigène H (Omtoft, 1992; 

Oriol et al., 1992). Les individus non-sécréteurs (se/se) constituent 20 % de la 

population, et une connaissance approfondie des patients au niveau de leurs groupes 

sanguins et leurs statuts sécréteurs est nécessaire avant de conclure sur les changements 

des antigènes de groupes sanguins observés dans les tumeurs (Coon & Weinstein, 1986; 

Dabelsteen et al., 1991; Feizi, 1985). 

d- les antigènes Lewis. 

Dans certaines tumeurs, la synthèse incomplète des sucres de la surface 

cellulaire conduit à une augmentation de l'expression des antigènes Lex et sialyl-Lewisx 

et de leurs isomères Lea et sialyl-Lewisa (Figure 6, page 17) (Coon & Weinstein, 1986; 

Singhal, 1991; Hakamori, 1989; Muramatsu, 1993; Ishikawa et al., 1997; Renkonen et 

al., 1997). Comme la synthèse de ces antigènes est indépendante du groupe sanguin et 

du statut sécréteur des patients, ces antigènes semblent plus indiqués pour les études 

cliniques. 

Les antigènes Lewis sont générés par la mono ou di-fucosylation des chaînes de 

type 1 ou 2. La terminaison des chaînes ainsi formées par l'acide sialique conduit aux 

antigènes sialyl-Lewis. 

L'expression aberrante des antigènes de type Lewis a été rapportée dans de 

nombreux cancers tels que les cancers du poumon (Jordon et al., 1989), du côlon 

(Hanish et al., 1992; Cooper et al., 1991; Ogata et al., 1995), de l'estomac (Sakamoto et 

al., 1989, Ura et al., 1997), du rein (Cordon-cardo et al., 1989) du sein (Ura et al., 1992; 

Narita et al., 1993; Renkonen et al., 1997) et dans les mélanomes (Ravindranath et al., 

1997). Ces antigènes se retrouvent couramment dans la circulation sanguine (Singhal et 

al., 1990). Les antigènes sialyl-Lewisx et sialyl-Lewisa trouvés dans les sérums sont 

utilisés comme marqueur pronostique. Plusieurs études cliniques statistiques ont été 

réalisées sur leur distribution et leur fréquence dans différents tissus cancéreux humains 

(Kannagi et al., 1986, 1988; Itai et al., 1991; Miyake et al., 1988, Zenita et al., 1988; 

Renkonen et al., 1997). L'antigène sialyl-Lewisx serait exprimé préférentiellement dans 

les cancers du poumon, de l'ovaire, du foie, du rein et du sein, tandis que l'antigène 
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sialyl-Lewisa serait plutôt exprimé (plus que l'antigène sialyl-Lewisx) dans les cancers 

du côlon, du pancréas et de la vésicule biliaire. 

Des études sur les cancers colorectaux ont montré que l'expression de ces deux 

antigènes est plus importante dans les lésions métastatiques que dans les tumeurs 

primaires (Hasegawa et al., 1993 ). De plus, deux études cliniques, chacune impliquant 

plus de 100 patients exprimant le sialyl-Lewisx au niveau de carcinomes colorectaux, 

ont corrélé cette expression à une survie de 5 ans (Nagkagoe et al., 1993; Nakamori et 

al., 1993). Même si l'expression de sialyl-Lewisx a été détectée par immunohistochimie 

à l'aide de 2 anticorps monoclonaux légèrement différents, les résultats sont identiques. 

Dans les deux études, l'expression de sialyl-Lewisx semble être un facteur important 

pour prévoir la survie des malades (Figure 7, page 24) (Nagkagoe et al., 1993; 

Nakamori et al., 1993) et le stade tumoral. Pour les patients au stade II et III de la 

maladie (présence ou absence de métastases dans les nodules lymphatiques), la survie 

est plus importante dans les groupes sialyl-Lewisx négatifs par rapport aux groupes 

sialyl-Lewisx positifs. De plus, la récidive de ces cancers colorectaux semble associée à 

l'expression de cet antigène (Nakamori et al., 1997a). Une étude portant sur 300 

patientes atteintes de cancer du sein, montre une survie de 2 ans supérieure pour le 

groupe dont les tumeu.rs sont sialyl-Lewisx négatives comparé au groupe où les tumeurs 

sont sialyl-Lewisx positives (Narita et al., 1993). Pour le cancer de la prostate, 

l'augmentation de l'expression de sialyl-Lewisx au niveau de tumeur invasive a été 

significativement associée à un "mauvais pronostic" (Jorgensen et al., 1995). 

L'antigène sialyl-Lewisa, détecté par l'anticorps monoclonal N19-9 (CA19-9), est 

un marqueur usuel du cancer du pancréas (Magnani et al., 1982 a). De plus, le taux de 

CA19-9 détecté dans le sérum est corrélé à l'expression de sialyl-Lewisa dans les tissus 

cancéreux pancréatiques (Hamanaka et al., 1996). Des études, décrivant les pronostics 

des patients atteints du cancer du côlon, montrent que les patients dont les tissus 

cancéreux expriment fortement ou modérément le sialyl-Lewisa, ont une survie 

postopératoire très réduite par rapport aux patients dont les cellules cancéreuses 

expriment peu ou pas le sialyl-Lewis3 (Kiriyama et al., 1991, Shimono et al., 1994). Ces 

résultats ont été confirmés par des études plus détaillées de Shimono et al. (1994) et de 

Nakayama et al. (l995a) qui rapportent une corrélation similaire observée chez deux 

séries de patients atteints de cancer du côlon. Dans les mélanomes, l'expression de 
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Figure 7 : Survie de patients atteints de cancers colorectaux en relation avec 
l'expression tissulaire de l'antigène Sialyl LewisX(S-LeX) (Nakagoe et al., 1993). 
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sialyl-Lewisa est corrélée à la progression tumorale (Kageshita et al., 1995). Dans les 

cancers gastriques, elle est également utilisée comme facteur pronostique (Nakamori et 

al., 1997b). Une étude récente montre que la concentration en CA19-9 dans les urines 

de patients atteints de cancer de la vessie est plus importante par rapport aux patients 

sains (Verstergaard et al., 1998). 

Dans le cancer du poumon, l'expression de l'antigène sialyl-Lewis Y est corrélée à 

un pronostic de survie très court (Ogawa et al., 1994). Ainsi, la survie postopératoire est 

plus courte pour les patients exprimant les antigènes sialyl-Lewisa, Lewisx et Lewis Y 

(Ogawa et al., 1995). 

Le dimère sialyl-Lewisx, un variant antigènique reconnu par l'anticorps 

monoclonal FH6, est généré par difucosylation d'une chaîne de type 2 (Figure 6, page 

17) et semble associé à la progression des cancers. L'expression de cet antigène est 

restreinte aux tissus peu différenciés dans les tumeurs primaires du côlon (Nakasaki et 

al., 1989) et dans les métastases avancées du foie (Hoff et al., 1989). Des cellules du 

cancer du côlon sélectionnées pour leur forte ou faible expression du dimère sialyl

Lewisx, montrent respectivement une forte et faible capacité à envahir des membranes 

reconstituées in vitro (Matsushita et al., 1991 ). Une corrélation entre l'expression du 

dimère-sialyl-Lewisx et la formation de métastases dans les ganglions lymphatiques a 

été décrite pour les cancers de la vessie (Matsusako et al., 1991). L'expression de cet 

antigène est également associée dans les cancers gastriques à "un mauvais diagnostic" 

(Amado et al., 1998). 

e- les antigènes T, Tn et sialyl-Tn. 

Si les déterminants Lewis sont portés aussi bien par les N- et les 0-glycannes, 

les antigènes T, Tn et sialyl-Tn (dont les structures sont indiquées dans la Figure 5, page 

14), représentent uniquement des formes tronquées des 0-glycannes. Ceux-ci sont 

détectés à l'aide d'anticorps monoclonaux ou de lectines (Arachis Hypogea, PNA pour 

l'antigène T; Vicia vi/losa, VV A ou Helix pomatia, HPA pour l'antigène Tn). Dans les 

tissus normaux ces antigènes sont souvent retrouvés de "manière cryptique", 

• qu'ils soient masqués par la présence de résidus monosaccharidiques, constitués 

majoritairement d'acide sialique, 

25 



• ou qu'ils soient inclus dans des structures glycanniques plus élaborées. 

e-1- les antigènes Tet Tn. 

Dans les tissus normatL" des voix urinaires, l'antigène T est substitué par de 

l'acide sialique (antigène sialyl-T) et n'est pas directement détectable (Omtoft et al., 

1 990; Blasco et al., 1988; Coon et al., 1 982; Limas & Lange, 1 986). En fait, cette 

détection n'est possible que si ces tissus sont traités par une sialidase. Des métastases 

dans les nodules lymphatiques pelviens sont détectées chez des patients atteints de 

carcinomes primaires de la vessie exprimant l'antigène T (Limas & Lange, 1 986). Pour 

des tumeurs de la vessie, l'expression d'antigène T est augmentée et est corrélée, pour 

des tumeurs non invasive, à une invasion ultérieure (Summers et al., 1983). D'autres 

études proposent l'utilisation de l'expression des antigènes T et Tn pour l'estimation du 

degré de malignité de carcinome de la vessie (Nishiyama et al., 1987). L'expression de 

l'antigène T a été, également, associée au phénotype invasif de carcinome gastrique. 

Dans une étude de 87 tumeurs, l'antigène T a été repéré dans 18 cas, tous étaient des 

carcinomes avancés avec métastases. Cependant, les auteurs font remarquer qu'un 

pourcentage important des tumeurs avancées n'exprime pas l'antigène T et la valeur 

prédictive de l'expression (ou l'absence d'expression) de l'antigène T reste à déterminer 

(David et al., 1992). 

L'expression de l'épitope Tn, détectée grâce à la lectine HP A, est un marqueur 

pronostique de l'agressivité des cancers du sein (Fenlon et al., 1987; Leathem & Brooks, 

1987; Springer, 1 989). Une étude sur l'expression de l'antigène Tn dans les cellules 

squameuses du col de l'utérus montre que son degré d'expression est plus élevé dans les 

métastases que dans les lésions primaires (Hamada et al., 1993). Dans une étude suivie 

sur 5 ans, il a été démontré que l'antigène Tn est un indicateur du potentiel métastatique 

du cancer du col de l'utérus. (Hirao et al., 1993). 

Les tumeurs coliques sont probablement le modèle le plus étudié au niveau de 

l'expression des antigènes T et Tn. En principe, aucun de ces antigènes n'est exprimé 

dans les épithéliums adultes normaux mais ils sont révélés dans les cancers du côlon : 

Tn, 81%; T, 71%; sialyl-Tn, 89% (Itzkowitz et al., 1989; 1992). Les antigènes Tet Tn 

sont faiblement retrouvés au niveau des polypes hyperplasiques alors que les antigènes 

T et Tn et sialyl-Tn sont exprimés dans les polypes adénomateux et dans les carcinomes 

26 



(Itzkowitz, 1992; Nakasaki et al., 1989; Itzkowitz et al., 1989; Yuan et al., 1986; 

Omtof et al., 1990). 

La base biochimique de l'expression aberrante des antigènes T, Tn et sialyl-Tn 

dans les cancers du côlon est complexe et mal connue. Par exemple, l'activité de l'a2,6-

sialyltransférase (ST6GalNAc I; voir chapitre II- Sialyltransférases, B- 1, Tableau IV 

page 42 et 43) synthétisant l'antigène sialyl-Tn semble diminuée plutôt qu'augmentée 

dans les tissus tumoraux (Vavasseur et al., 1995). La réduction de l'activité core 3 

GleNAc transférase, qui normalement entre en compétition avec la core 1 

galactosyltransférase, a été rapportée dans les tissus coliques cancéreu.'< (Yang et al., 

1994) et dans les lignées cellulaires (Vavasseur et al., 1994) contribuant ainsi à 

l'augmentation de l'expression de l'antigène T. 

e-2-l'antigène sialyl-Tn. 

De ces trois antigènes associés aux mucmes, l'antigène sialyl-Tn semble le 

marqueur tumoral le plus fiable. Dans les cancers colorectaux, l'antigène sialyl-Tn est 

exprimé dans 87 % des cas, indépendamment de l'âge, du genre, de la localisation, du 

stade (classification selon Duke), du degré de différenciation et de ploïdie. En général, 

les tumeurs négatives pour l'antigène sialyl-Tn, quelque soit leur stade, ont un pronostic 

meilleur que les tumeurs positives (Figure 8, page 28). 118 patients atteints de tumeurs 

coliques, classifiées B ou C selon Duke, ont respectivement une survie de 82 et 60 %, 

dans ce groupe 13 patients, ayant des tumeurs sialyl-Tn négatives, ont survécu au delà 

de 6 ans. Ainsi, la survie à 5 ans est de 100 % pour les patients sialyl-Tn négatif, alors 

qu'elle n'est que de 73 % pour les patients sialyl-Tn positifs (Itkowitz et al., 1990). 

Cependant, l'antigène sialyl-Tn est préférentiellement exprimé par les lésions 

dysplasiques plutôt que dans les polypes hyperplasiques (Itzkowitz, 1992). Une étude 

récente suggère que les muqueuses coliques normales expriment des épi topes sialyl-Tn 

monomériques tandis que lors de la transformation maligne, il y a apparition de 

regroupements d'épitopes sialyl-Tn (Ogata et al., 1998). L'expression de sialyl-Tn 

associée aux tumeurs coliques a été proposée comme la variation la plus importante 

pour prédire l'évolution de la maladie ainsi que la survie à celle-ci (Itkowitz et al., 

1990). 
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Figure 8 : Survie des patients atteints de cancers colorectaux en fonction du stade 
(classification de Duke) et de l'expression de l'antigène sialyl-Tn (S-Tn). 
Les patients aux stades B etC ont une survie plus courte que les patients au stade A. 
En général, les patients S-Tn négatifs ont une survie plus importante que les patients 
S-Tn positifs (Itkowitz et al., 1990). 
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Figure 9 : Survie de patientes atteintes de cancers du sein en relation avec le statut nodal 
et l'expression de sialyl-Tn (S-Tn). 
Dans le groupe ayant des nodules (N+ ), la survie est plus importante pour les tumeurs S-Tn 
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Des expériences récentes ont montré que la réactivité au niveau des sections 

cancéreuses de côlon de l'anticorps monoclonal TKH2 spécifique du sialyl-Tn, est 

augmentée lors de traitement permettant le relargage des groupements 0-acétyl des 

acides sialiques par rapport au niveau habituel caractéristique des cancers (Ogata et al., 

1995; Jass et al., 1994). Comme la 0-acétylation est une modification fréquente de 

l'acide sialique, qui existe plus fréquemment dans les côlons normaux par rapport aux 

côlons cancéreux, il est possible que la réactivité différente observée avec l'anticorps 

TKH2 reflète la perte de substituants 0-acétylés plutôt qu'une accumulation de ce 

disaccharide. Ce mécanisme ne semble pas être opérant dans les cancers de l'estomac et 

du pancréas (Ogata et al., 1995). 

L'expression de l'antigène sialyl-Tn est un marqueur de malignité et est sert à 

poser le diagnostic de cancers (Kjeldsen et al., 1988), incluant ceux du pancréas 

(Schuessler et al., 1991; Itzkowitz et al., 1991; Osako et al., 1993; Siddiki et al., 1993), 

de l'estomac, de l'oesophage (Siddiki et al., 1993, Ikeda et al., 1993; Werther et al., 

1994), de l'ovaire (Inoue et al., 1991a; Ghazizadeh et al., 1997), du sein (Cho et al., 

1994; Soares et al., 1996; Kinney et al., 1997) et de l'endomètre (Inoue et al., 1991b). 

L'étude portant sur les carcinomes gastriques montre une expression de sialyl-Tn 

dans 20% des tumeurs, indépendamment de leur type histologique (Werther et al., 

1994; David et al., 1992 ). La mort ou la récurrence de la maladie se produit pour 17 des 

21 patients qui ont des tumeurs sialyl-Tn positives, comparée à seulement 2 des 10 

patients qui ont des tumeurs sialyl-Tn négatives. Ces études mettent en avant le fait que 

l'expression de sialyl-Tn n'a pu être corrélée à des caractéristiques histopathologiques et 

ainsi servir de marqueur pour le pronostic tumoral (Ikeda et al., 1993). Dans les 

carcinomes gastriques Borrmann de type IV, l'expression de sialyl-Tn est corrélée aux 

nodules lymphatiques, à la dissémination péritoneale et à un niveau de prolifération 

supérieure (Kakeji et al., 1995). La relation entre l'expression de l'antigène sialyl-Tn et 

le pronostic pour 86 carcinomes de l'oesophage a été étudiée par Ikeda et al. ( 1993 ). 

L'antigène sialyl-Tn est exprimé dans au moins 50 % des lésions; la survie à 3 ans pour 

les patients ayant une tumeur sialyl-Tn positive est de 29%, alors qu'elle est de 42% 

pour les patients ayant une tumeur sialyl-Tn négative. Même si ces résultats montrent 

une tendance équivalente à celle observée pour les patients atteints de carcinomes 

gastriques, ces résultats ne sont cependant pas statistiquement significatifs. D'autres 

auteurs montrent que l'antigène sialyl-Tn exprimé dans l'oesophage et les muqueuses 
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orales peut être détecté seulement dans les muqueuses apparemment normales 

adjacentes au carcinome et dans les lésions hyperplasiques non malignes, suggérant une 

relation entre une augmentation de la prolifération et l'expression de ces structures 

(Fukutomi et al., 1991). L'expression de sialyl-Tn a été observée dans 50% des 

carcinomes de cancers du sein. Les patientes ayant des tumeurs sialyl-Tn positives ont 

une survie plus courte (Fukutomi et al., 1991). Dans des sous groupes définis par leur 

statut nodal, l'expression de sialyl-Tn est significativement associée à un mauvais 

pronostic dans le groupe formant des nodules (Figure 9, page 28) (Miles et al., 1994). 

La possibilité que les mucines portant l'épitope sialyl-Tn jouent un rôle 

important dans la progression des cancers est appuyée par le fait que la lyse cellulaire 

médiée par les cellules NK ("Natural Killer" sur sa cible K562) est inhibée par la 

mucine sous-maxillaire bovine (OSM) qui porte l'antigène Tn (Ogata et al., 1992). 

L'association entre les antigènes T, Tn et la transformation néoplasique a incité à 

utiliser ces antigènes en immunothérapie. Des souris immunisées avec de l'OSM 

désialylée donc portant l'antigène Tn, sont protégées quand on les met en présence de 

cellules hautement invasives exprimant l'antigène Tn (Singhal et al., 1991). Des études 

réalisées sur l'Homme indiquent que le traitement par de l'OSM désialylée ou de sialyl

Tn chimiquement associé à un adjuvant, peut induire une réponse humorale contre ces 

antigènes (O'Boyle et al., 1992; MacLean et al., 1993). Cependant, la positivité du 

sialyl-Tn est reliée directement ou indirectement à la résistance à la chimiothérapie 

chez les patientes atteintes du cancer du sein (Miles et al., 1994). 

/-l'acide sialique en a2-6 au galactose. 

Dans à peu près 90% des cancers du côlon, l'activité de l'enzyme catalysant 

l'addition d'acide sialique en a2,6 sur le galactose porté par les N-glycannes (ST6Gal I) 

est augmentée (voir Chapitre II - C Les sialyltransférases et le cancer, page 63). Ceci 

conduit à l'augmentation de la fixation de la lectine SNA (Sambucus Nigra), spécifique 

des acides sialiques liés en a2-6, au niveau des sections histologiques dans la majorité 

des carcinomes du côlon de grade I et II (Sata et al., 1991; Dall'Olio & Treré, 1993). 

Les nombreux cas de carcinome de grade III examinés se sont révélés peu ou non 

réactifs (Dall'Olio & Treré, 1993 ). Au niveau de lésions bénignes, une réactivité 
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importante avec la SNA est exprimée seulement au niveau de polypes avec de sévères 

dysplasies (Sata et al., 1991; Dall'Olio & Treré, 1993). Un profil d'une grande similarité 

a été observé dans des études histochimiques utilisant la lectine de Trichosanthes 

japon ica, spécifique de l'acide sialique a2,6 lié sur le motif GalB 1-4GlcNAc 

(Yamashita et al., 1995). Une augmentation de sialylation en a2,6 sur le galactose a été 

également associée aux glycolipides dans les cancers du côlon (Hakamori et al., 1983; 

Nilsson et al., 1985). (La suite sera traitée au chapitre II- C Les sialyltransfërases et le 

cancer, page 63). 

g- les Polysialiques Acides : PSA. 

Ce sont des polymères formés par des acides sialiques liés en a2-8. Chez les 

mammifères, les PSA se trouvent sur des N-glycannes des N-CAM (neural cell adhesion 

molecule) et sur la sous-unité a du canal à sodium dans le cerveau. Leur expression est 

régulée pendant le développement : le nombre d'acides sialiques sur les PSA des N

CAM est à peu près de 10 dans le cerveau embryonnaire de Rat et de 2 à 3 chez l'adulte 

(Finne & Makela, 1985). Cette maturation d'une forme lourde vers une forme légère de 

PSA porté par les N-CAM joue un rôle important dans les interactions cellule-cellule et 

cellule-matrice (Rutishauser et al., 1988, Acheson et al., 1991). Les formes lourdes des 

PSA sont exprimées dans plusieurs tissus foetaux humains et ré-exprimées dans les 

néoplasmes correspondants. Ainsi, leur présence a été notée dans les tumeurs malignes 

d'origine neuroectodermal tels les méduloblastomes et les neuroblastomes (Figarella

Branger et al., 1990), ainsi que dans les lignées cellulaires issues de neuroblastomes 

(Moolenaar et al., 1990; Livingston et al., 1988). L'expression de PSA "lourds" est 

corrélée à une diminution de l'adhérence cellule-cellule, ce qui augmente 

significativement la capacité métastatique chez les souris SCID (Scheidegger et al., 

1994 ). La présence de PSA de type lourd dans les mésodermes dérivant des tumeurs de 

Wilms (Roth et al., 1988) indique que l'expression de ces structures n'est pas restreinte 

au.x tissus d'origine neuroectodermale. Les tumeurs de Wilms sont des tumeurs 

primaires rénales apparaissant pendant l'enfance et caractérisées par la présence 

d'éléments structuraux qui sont trouvés durant le développement embryonnaire du rein 

chez l'homme. Les PSA des N-CAM semblent jouer un rôle lors de la migration et de 
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l'adhésion des cellules tumorales à certains tissus. Les cellules NK (Natural Killer) 

dérivant de lymphomes expriment des N-CAM polysialylés, et leur caractéristique 

métastatique implique des tissus inusuels tel que le système nerveux central, le pharynx, 

le tractus gastro-intestinal, les muscles et le foie (Kem et al., 1992; Wong et al., 1992). 

2- Comment les structures oligosaccharidiques sialylées 

sont- elles impliquées dans la biologie cancéreuse ? 

Les nombreux exemples précédemment cités indiquent qu'une glycosylation 

"aberrante" joue un rôle dans la biologie du cancer. Ces variations de glycosylation des 

structures oligosaccharidiques peuvent être assimilées à des marqueurs pronostiques. 

Les changements les plus fréquemment rencontrés sont résumés dans le tableau il (page 

33). 

Comment cette glycosylation altérée et plus particulièrement les variations de 

sialylation interviennent-elles dans la biologie des cancers? 

La localisation à la surface cellulaire des sialoglycoconjugués permet de les 

considérer comme des molécules jouant un rôle dans l'adhésion intercellulaire, entre les 

cellules tumorales elles-mêmes ou, entre les cellules tumorales et les cellules normales 

des endothéliums, rencontrés durant l'invasion et la formation de métastases. La plupart 

de ces interactions font intervenir des lectines qui pourraient ainsi potentialiser la 

reconnaissance des cellules cancéreuses ayant une glycosylation "altérée". 

Le chapitre suivant rassemble les données concernant Je rôle probable des 

principales lectines membranaires dans la biologie cancéreuse. 

a- la E-sélectine. 

La signification d'une augmentation de l'expression de sialyl-Lewisx sur certains 

types de tumeurs a pu être mis en rapport avec la présence de récepteurs du sialyl

Lewisx sur les endothéliums vasculaires (Sawada et al., 1993; Waltz et al., 1990; Lowe 

et al., 1990; Bergh et al., 1991; Kannagi, 1997). Les structures sialyl-Lewisx et sialyl-
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Tableau II: Principales altération de glycosylation observées dans les cancers. (Kim & Varki, 1997) 

Changements Polypeptides Base biosynthétique des changements Conséquences structurales 
structuraux porteurs structuraux 

Augmentation du Nombreux, Augmentation de l'expression u·anscriptionnele Augmentation de la taille, du branchement, 
branchement en p 1-6 incluant ainsi que de l'activité GleNAc transférase V des polylactosamines ct des structures 
(N-liés) LAMPs Lewis x 

Augmentation des Nombreu.x, Augmentation/altération de l'expression de Augmentation de sialyl Lewisx et Lewis• 
antigènes Lcwisx ct incluant les l'expression des enzymes : fucosyltransférases 
Lewis• mue ines et/ou des sialyltransférases 

Perte des structures NB Nombreu.x, Diminution/altération de l'expression des Perte des antigènes A ou B. Accwnulation 
et/ou H!Lewis Y incluant les enzymes A/a ou Fucosyltransférases des antigènes H et Lewis y 

mue ines 

Augmentation générale de Nombreux Inconnu dans beaucoup de cas Augmentation de la charge négative à la 
la sialylation surface cellulaire. 

Masque d'autres molécules ? 

Augmentation de la Inconnu augmentation de l'expression de ST6Gal I Augmentation sur Gaip l-4GlacNAc. 
sialylalion en a2-6 Diminution d'acides sialiques liés en a2-3 

Augmentation de Mucines Perte de 0-acétylation '! Les chaînes 0-liées sont tronquées? 
l'expression de sialyl-Tn Autres '!Augmentation de ST6GalNAc I ? 

Augmentation de Mucines Altération des activités sialyltransférasiques '! Perte de la charge négative. 
l'antigène Tn Altération des fonctions golgiènes ? Exposition de polypeptides des mucincs 

Augmentation de Mue ines Diminution des activités sialyltransférasiques ? Perte de la charge négative. 
l'antigène T Altération des fonctions golgiènes ? Exposition de polypeptides des mucines 

Perte de sulfatation des Mucines Inconnu Permet l'augmentation de la sialylation ? 
oligosaccharides 

Perte de 0-acétylation Mue ines Inconnu Augmente le taux de chaînes contenant des 
acides sialiques pouvant être reconnus 

Profil potentiel de Pronostique et 
lectines endogènes corrélations cliniques 

Galectines Corrélé au grade, à 
Selectines l'invasion et aux 

métastases 

Sélectines Corrélé à tm "mauvais" 
pronostic 

Inconnu. Cette perte est corrélé à un 
"mauvais" pronostic 

Selectines Corrélé au grade, à 
Protéine H l'invasion et aux 
CD22, CD33, métastases 
Sialoadhésine 

Protéine H inconnu 
CD22 

Protéine H Corrélé à un "mauvais 
CD22 pronostic" 

Récepteur Gal Corrélé à un "mauvais 
Galéctines. pronostic" 

Récepteur Gal Inconnu 
Galéctines. 

E-sélectine Corrélé au grade, à 
Perte de ligands des l'invasion et aux 
sélectine E et P métastases 

Protéine H Corrélé au grade et à 
CD22, CD33, l'invasion 
Sialoadhésinc 



Lewisa sont reconnues spécifiquement par la E-sélectine. Les sélectines sont des 

molécules transmembranaires contenant un domaine terminal, permettant la fixation 

des sucres (Springer & Lasky, 1991). Quand les cellules endothéliales sont traitées par 

IL-l ou TNFa, elles expriment la E-sélectine. Ainsi, des médiateurs solubles relargués 

par les ce11ules de 1'int1ammation ou les cellules tumorales peuvent induire l'expression 

de E-sélectine sur les cellules endothéliales. La E-sélectine a été identifiée comme une 

molécule d'adhésion inductible à la surface cellulaire des neutrophiles et on pense 

qu'elle joue un rôle-clé dans l'extravasion de ces cellules aux sites d'inflammation aiguë 

(Springer & Lasky, 1991 ). On associe la métastase tumorale à un phénomène similaire à 

celui permettant d'amener les leucocytes sur les lieux de l'inf1ammation. Les cellules 

tumorales et les leucocytes circulent dans le sang et sont capables du phénomène 

d'extravasion et d'atteindre ainsi de nouveaux tissus utilisant les mêmes molécules 

d'adhésion (Brandley et al., 1990~ Varki, 1994). 

La présence de ligand calcium-dépendant de la E-sélectine, sur les cellules 

cancéreuses a été directement démontrée en utilisant plusieurs tissus et lignées 

cellulaires, grâce à des expériences de compétition entre des oligosaccharides et des 

anticorps anti-E-sélectine (Takada et al., 1993; Nelson et al., 1995; Majuri et al., 1995, 

Allen et al., 1996, Daneker et al., 1996). Plusieurs études indiquent que les cellules 

tumorales, exprimant le sialyl-Lewisx et son isomère de position le sialyl-Lewisa, 

adhérent à des cellules endothéliales cultivées et activées par l'interleukine (Takada et 

al., 1993; Dejana et al., 1991; Iwai et al., 1993; Magnani, 1991). Takada et al. (1993) 

ont observé que l'adhésion des cellules tumorales à l'endothélium est corrélée au degré 

d'expression de sialyl-Lewisx et/ou de sialyl-Lewisa. Ces auteurs ont également montré 

que l'adhésion des cellules tumorales peut être inhibée par addition préalable à celle des 

cellules cancéreuses, de liposomes contenant des motifs sialyl-Lewisx. L'inhibition de 

l'adhésion de cellules tumorales aux cellules endothéliales activées a été également 

obtenue en bloquant la glycosylation des protéines de la surface cellulaire (Kojima et 

al., 1992). Rice et Bevilacqua (1989) suggèrent que les cellules tumorales produisent 

des cytokines qui induisent l'expression de E-sélectine et ainsi facilitent l'adhésion des 

cellules malignes arrêtées près des vaisseaux sanguins. Une surexpression de la E

sélectine dans le foie de souris transgénique induit une ré-orientation des métastases du 

carcinome qui normalement colonisent le poumon (Biancone et al., 1996). Les 
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antigènes sialyl-Lewisx et sialyl-Lewisa sont relargués des cellules tumorales dans le 

sang. Ils sont présents à un niveau important dans le sang de nombreux patients atteints 

de cancer. La présence d'antigènes sialyl-Lewisx et sialyl-Lewisa dans le sérum peut 

théoriquement modifier l'adhésion des cellules cancéreuses à l'endothélium en bloquant 

le site récepteur de la E-sélectine. Sawada et al. (1994) montrent que l'adhésion de 

lignées cellulaires d'adénocarcinome pancréatique humain qui expriment un niveau 

élevé de sialyl-Lewisx et de sialyl-Lewisa, peut être inhibée par le sérum de patients 

atteints de cancer du pancréas mais non par le sérum d'individus normaux. De plus, 

l'importance de cette inhibition a été mise en relation avec la teneur en antigène sialyl

Lewisx. Ces résultats indiquent que le niveau élevé d'antigène sialyl-Lewisx dans le 

sang peut réduire l'adhésion des cellules tumorales aux cellules endothéliales par un 

mécanisme faisant intervenir la E-sélectine. L'administration de liposomes contenant 

des oligosaccharides portant les antigènes sialyl-Lewisx et sialyl-Lewisa a été suggérée 

en thérapie cancéreuse (Phillips et al., 1990). Un traitement anticancéreux qui 

bloquerait l'expression de sialyl-Lewisx et sialyl-Le\\-'Ïsa à la surface des cellules cibles, 

peut être également envisagé (Fukuda, 1994; Hakomori, 1992). 

b-la P-sélectine. 

Les antigènes sialyl-Lewisx et sialyl-Lewisa sont également des ligands 

potentiels de la P-sélectine. Comme la P-sélectine est exprimée sur les endothéliums 

activés, elle peut agir également comme un récepteur pour l'extravasion des cellules 

cancéreuses en conjonction avec la E-sélectine. Les cellules cancéreuses peuvent 

également adhérer aux plaquettes activées qui expriment la P-sélectine (Mannori et al., 

1995). Comme les lymphocytes recouverts de plaquettes peuvent rouler sur 

l'endothélium (Diacovo et al., 1996), cette interaction peut aussi en théorie faciliter 

l'extravasion des cellules tumorales. D'un point de vue mécanique, les cellules 

cancéreuses entrant dans le courant sanguin peuvent former des complexes thrombo

emboliques avec les plaquettes et les leucocytes. Ces complexes facilitent le transport 

des cellules cancéreuses aux sites ectopiques et aident les cellules cancéreuses à 

échapper au système immunitaire (Honn et al., 1992 a et b; Gasic, 1984; Karpatkins & 

Pearlstein, 1981). Cependant, il n'est pas clairement établi que cette interaction soit 
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médiée par la P-sélectine. 

c- la L-sélectine. 

La présence de ligands de la L-sélectine devrait être théoriquement un 

désavantage pour la survie des cellules de carcinome, car cela peut attirer l'attention des 

leucocytes participant à la défense immunitaire. Cependant, la perte d'expression de 

ligand de la L-sélectine au niveau vasculaire a été inversement corrélée à l'infiltration 

lymphatique dans les tumeurs évoluées (Onrust et al., 1996). Ainsi, un scénario 

avantageux peut être envisagé si l'interaction cellules tumorales-leucocytes augmente la 

survie des cellules tumorales dans la circulation sanguine. Dans des emboles tumorales, 

des leucocytes ont été retrouvés associés à des cellules tumorales, pouvant ainsi 

protéger les cellules issues de carcmome des autres composants du système 

immunitaire. 

d- la protéine H. 

Comme nous l'avons vu précédemment une surexpression d'acide sialique est 

souvent associée à la progression tumorale (Yogeeswaran & Tao, 1980). De ce point de 

vue, on peut s'intéresser au Facteur H, qui est une lectine fixant l'acide sialique et qui 

bloque l'activation de la voie "alterne" du complément sur des cellules normales, en 

reconnaissant la chaîne exocyclique non substituée de l'acide sialique (Michalek et al., 

1988; Shi et al., 1996). Donc, un haut niveau de sialylation des cellules tumorales 

circulantes peut potentiellement conférer le même effet biologique protecteur. 

e-la lectine de type /fixant l'acide sialique. 

Récemment, des lectines endogènes fixant l'acide sialique, différentes des autres 

lectines et de la protéine H, ont été identifiées. Les lectines de type I sont des membres 

de la superfamille des immunoglobulines et incluent plusieurs membres qui peuvent 

spécifiquement reconnaître et différentier les liaisons a2-6 et a2-3 des acides sialiques 

(Magnani et al., 1982b, Crocker & Feizi, 1996, Varki, 1997a). Le CD22 (qui est 

strictement restreint aux cellules B-immatures) est spécifique des liaisons a2-6, tandis 
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que la sialoadhésine et le CD33 (qui sont spécifiquement exprimés sur les 

macrophages) fixent les acides sialiques liés en a2-3 (Powell & V arki, 1995). De plus, 

la 0-acétylation sur le carbone 9 de l'acide sialique, abroge la reconnaissance par ces 

lectines (Varki, 1997b). Comme l'expression d'acide sialique en a2-6 et en a2-3 existe à 

la surface des cellules tumorales, on peut émettre l'hypothèse que les lectines de type I 

retrouvées au niveau vasculaire reconnaissent certains des glycoconjugués associés aux 

cancers. Cela peut être d'un grand intérêt dans la modulation de la réponse immune 

humorale (via le CD22) ou la reconnaissance par le macrophage (via le CD33 ou la 

sialoadhesine ). Cependant, cette théorie n'a pas encore fait le sujet d'expérimentation. 

C- Conclusion. 

Ainsi, comme nous l'avons vu précédemment, une glycosylation "aberrante" 

existe au niveau des cellules tumorales. Ces changements semblent être impliqués dans 

la cascade des phénomènes biologiques aboutissant à la fonnation des métastases. Cette 

glycosylation "aberrante" peut être utilisée en vue d'un pronostic et/ou d'un diagnostic 

de la maladie. Un des plus importants changements au niveau de la glycosylation est 

une surexpression d'acide sia1ique, ainsi que l'apparition des antigènes sialyl-LewisX, 

sialyl-Lewisa, et sialyl-Tn. Ceux-ci sont utilisés comme marqueurs pronostiques et/ou 

diagnostiques de certains cancers. Les antigènes sialyl-Lewisx et sialyl-Lewisa 

interviennent vraisemblablement dans les phénomènes métastatiques en permettant 

l'extravasion, et donc la formation de métastases par la reconnaissance de ces antigènes 

glycanniques avec des lectines présentes sur les endothéliums, essentiellement les 

sélectines. 

Ces altérations de glycosylation seraient majoritairement dues à des altérations 

dans l'expression des glycosyltransférases, et dans le cas de la sialylation, des 

Sialyltransférases. Celle-ci étant en grande partie régulée au niveau transcriptionnel, il 

apparaît indispensable d'obtenir des informations sur le contrôle de cette expression 

dans les tissus cancéreux. 
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II- LES SIAL YLTRANSFERASES. 

A- Les acides sialiques. 

Les acides sialiques constituent une famille de monosaccharides acides qm 

dérivent tous de l'acide neuraminique (acide 5-amino-3,5-didésoxy-D-glycéro-D

galactononulosique ). Au sein de cette famille, les molécules les plus fréquemment 

rencontrées sont l'acide N-acétylneuraminique (Neu5Ac) et l'acide N

glycolylneuraminique (Neu5Gc). Les structures sialylées (Tableau III, page 39) se 

retrouvent : (i) au niveau des glycannes des N-glycosylprotéines de type N

acétyllactosaminique ou de type hybride, dans ce cas, les résidus d'acide sia1ique se 

trouvent en position terminale non réductrice des "antennes" qui substituent le noyau 

pentasaccharidique, (ii) au niveau des glycannes des 0-glycosylprotéines la sialylation 

peut intervenir au tout début de la biosynthèse des chaînes oligosaccharidiques 

conduisant à la synthèse de structures "courtes" sialylées telles que l'antigène Sialyl-Tn : 

NeuAca2-6GalNAcal-0-Ser/Thr ou les antigènes Sialyl-T : NeuAca2-3GalBI-

3GalNAcal-OSer/Thr ou GalB1-3[NeuAca2-6]GalNAcal-OSertThr; ou disialyl-T : 

NeuAca2-3GalB1-3[NeuAca2-6]GalNAcal-OSer/Thr. (iii) enfin, au niveau de la 

classe des gangliosides des glycosphingolipides. 

Chez les mammifères, les acides sialiques se trouvent essentiellement en 

position terminale non réductrice, liés par une liaison a-2,3 ou a-2,6 sur des résidus de 

galactose ou de N-acétylgalactosamine ou de N-acétylglucosamine (Corfield & 

Schauer, 1982). Par ailleurs, les acides sialiques forment des structures linéaires 

oligomériques dans lesquelles les résidus sont associés par des liaisons a-2,8. On trouve 

de telles structures chez les bactéries (Jennings & Smith, 1978), chez les poissons 

(Iwasaki & Inoue, 1985) ainsi que sur certaines molécules d'adhésion cellulaire, les N

CAM (Finne, 1982). 

Les acides sialiques participent à la définition de déterminants structuraux 
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Tableau Ill: Principales séquences oligosaccharidiques sialylées des glycoprotéines et des glycolipides de mammifères. (Recchi et al., 1995) 

Structure 

NeuAca.2-3Gailll-4GlcNAcB 

NeuAca.2-3GaiB 1-3GicNAcfi 

NeuAca.2-6GalB l-4GlcNAcB 

NeuAca.2-3GalB l-3GlcNAcB 
1 

NeuAca.2-6 

NeuAca.2-6GalNAcB 1-4GicNAcB 

(NeuAca.2-8)n • NeuAca.2-3GaJB 1 -3/4GlcNAcB 

NeuAca.2-9NeuAca.2-3/6GaiB l-4GlcNAcB 

NeuAca.2-6GalNAca 1-Scr/Thr 

NeuAca.2-3GalB l-3GaiNAca.l-Scr/Thrb 

NeuAca.2-3GalB l-3GalNAca 1-Ser/Thr 
1 

NeuAca.2-6 

NeuAca.2-3Gal-Cer (GM4) 

NeuAca.2-3[RI]c GaiB l-4Glc-Cer 

NeuAca.2-8NeuAca.2-3[Ri]GalB l-4Glc-Cer 

NeuAca.2-8NeuAca2-8NeuAca.2-3[R !]Ga lB l-4Glc-Cer 

NeuAca.2-3GalB l-3GaiNAcB l-R2 d 

NeuAca.2-8NeuAca.2-3GalB l-3GaiNAcB 1-Rz 

• n compris entre 1 et 55 
b peut être sulfatée en position 6 du résidu de GaiNAc 
' R1 = H (G~n), ou GalNAcB 1-4 (G~u), ou GaiBI-3GalNAcJH -4 (GMJa) 
d R2 = LacCer, ou GM3, ou Gm, ou Gn 

Origine 

Ubiquistc 

Ubiquiste 

Ubiquiste 

Glycoprotéines bovines ct de Rat 

Hormones pituitaires 
Activateur tissulaire du plasminogène humain 
Lactotransferrinc bovine 
CD36 

N-CAM, cerveau, muscle et rein de Rat nouveau-né 

Cellules carcino-embryonnaires humaines 

Ubiquiste 

Ubiquiste 

Ubiquiste 

Cerveau humain 

Erythrocytes, plasma, tissu extra-neuronal 

Erythrocytes, plasma, tissu extra-neuronal, cerveau humain 

Tissu adipeux de porc 

Cerveau humain 

Cerveau humain et bovin 

Références 

Montreuil, 1980 

Montreuil, 1980 

Montreuil, 1980 

Mizuochi et al., 1979 
Y oshima et al., 1981 

Weisshaareta/., 1991 
Chan et al., 1991 
Coddeville et al., 1992 
Nakata et al., 1991 

Troy, 1992 

Fuk:uda et al., 1985 

Schachter et Brockhausen, 1989 

Schachter et Brockhausen, 1989 

Schachter et Brockhausen, 1989 

Ledecn, 1978; Kundu, 1992 

Ledeen, 1978;Kundu, 1992 

Ledeen, 1978; Wiegandt, 1982; Kundu, 1992 

Ledeen, 1978; Kundu, 1992 

Ledeen, 1978; Wiegandt, 1982; Ktmdu, 1992 

Led~~n, 1978; Wiegandt, 1982;Kund\l, 1992 



glycanniques. Ils sont considérés depuis longtemps comme des signaux de 

reconnaissance : ils sont déterminants pour la spécificité antigénique des groupes 

sanguins M et N (Sadler, et al., 1979; Blumenfeld, et al., 1981 ). Ils sont responsables de 

l'interaction entre cellules cibles et certains agents pathogènes tels que le virus de la 

grippe, les mycoplasmes, ou encore sont la cible de certaines toxines bactériennes 

(Corfield & Schauer, 1982). Ils peuvent également être des signaux d'anti

reconnaissance : la sialylation des résidus de galactose des glycoprotéines circulantes 

interdit leur reconnaissance par le récepteur d'Ashwell et empêche ainsi leur 

catabolisme par les hépatocytes (Ashwell, & Moreil, 1974). Ce phénomène est d'une 

importance capitale pour les glycoprotéines recombinantes; en effet, si celles-ci ne 

possèdent pas d'acide sialique sur les résidus de galactose de leurs parties glycanniques, 

leur "clearance" par le foie se fera rapidement. On peut citer comme exemple la 

production d'IgG recombinante dans une lignée de cellules CHO (Lee 1) incapable de 

procéder à une maturation normale des N-glycannes, ces IgG injectées à un rat seront 

rapidement éliminées par le récepteur à galactose des hépatocytes (Wright & Morrison, 

1994). 

Au cours des dernières années, de nombreux travaux sont venus étayer 

l'hypothèse selon laquelle la présence d'acide sialique en position terminale sur les 

glycannes intervenait dans de nombreux phénomènes biologiques. Ainsi, par exemple, 

la sialoadhésine, un récepteur "lectine-like" des macrophages, qui reconnaît 

indifféremment les structures NeuAca2-3GalJ31-3(4)GlcNAc et NeuAca2-3GalB1-

3GalNAc des sialoglycoprotéines ou des gangliosides semble être impliquée dans les 

interactions entre les macrophages et les neutrophiles (Croc ker, et al., 1991; Kelm, et 

al., 1 994 ). Il apparaît, en outre, que l'acide sialique est capable de moduler les propriétés 

d'adhésion de laN-CAM, exprimée par les cellules nerveuses au cours de la mise en 

place du système nerveux : plus laN-CAM est sialylée, plus ces propriétés d'adhésion 

sont diminuées (Rutishauser, et al., 1988). 

Nous avons vu précédemment que les acides sialiques joueraient un rôle très 

important dans les phénomènes conduisant à la formation de métastases. Les fonctions 

biologiques portées et modulées par les glycannes, et en particulier par les glycannes 

sialylés, montrent l'importance d'une régulation fine de l'expression des enzymes 

responsables de leur biosynthèse. 
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B- Les Sialyltransférases. 

Le terme de "sialyltransférase" définit indifféremment toutes les enzymes 

catalysant le transfert d'acide sialique à partir de sa forme activée, l'acide cytidyl

monophospho-N-acétylneuramique sur un accepteur glycoprotéinique ou 

glycolopidique et la réaction peut se schématiser de la façon suivante : 

CMP-f3-Neu5Ac + HO-accepteur----> CMP-H + Neu5Ac-a-0-accepteur. 

A la différence des autres glycosyltransférases, elles n'ont pas besoin de cations 

divalents, Mg2
+ ou Mn2

+, pour être actives. On estime à plus de 15 le nombre de 

sialyltransférases différentes nécessaires à la synthèse des séquences 

oligosaccharidiques sialylées connues. Les sialyltransférases présentent un spectre 

d'action et d'expression variable en fonction des espèces. On retrouve des activités 

sialyltransférasiques chez les animaux supérieurs des Oiseaux à l'Homme, mais la 

quasi-totalité des recherches menées sur ces enzymes ont été effectuées chez les 

mammifères. 

1- Spécificité des sialyltranférases. 

La spécificité d'action des différentes sialyltransférases de mammifères est 

résumée dans le tableau IV (page 42 et 43). Celle-ci se situe à deux niveaux distincts. 

L'un est strict et concerne le type de liaison formée entre le résidu d'acide sialique et le 

monosaccharide accepteur. La liaison s'effectue toujours en anomérie a sur le C3 ou le 

C6 d'un hexose ou d'une hexosamine ou encore sur le C8 d'un autre résidu d'acide 

sialique dans le cas de la biosynthèse des structures polysialylées. Le deuxième niveau 

de spécificité implique la structure acceptrice. En règle générale, cette spécificité 

dépasse le seul monosaccharide sur lequel l'acide sialique va se lier et englobe le ou les 

monosaccharides voisins. Toutefois, la spécificité des sialyltransférases est encore plus 

étroite car il peut exister plusieurs enzymes reconnaissant le même monosaccharide 

terminal et possèdant la même spécificité de liaison mais agissant sur des glycannes de 
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Tableau IV. La famille des sialyltransférases de mammifères et de poulet. 

La nomenclature utilisée est celle de Tsuji et al., (1996). D'après Recchi et al., 1995. 

Enzyme Liaison formée E.C. Espèce Clonée Chromosome 

Produit synthétisé Humain 

Neu5Aca2,6 

ST6Gal 1 NeuAca.2,6 Ga!p 1 ,4GicNAc .. 2.4.99.1 Rat (Wienstein, et al., 1987) 
(ST6(N), Agit essentiellement sur les N-glycannes, possibilité Homme (Grundmann el al., 1990) 3(q27-q28) 
SiaT-I,ST-1) d'action sur les néo-lacto-glycolipides. Souris (Hamamoto et al., 1993) 

Poulet (Kurosawa et al., 1994a) 

ST6GicNAcJ NeuA'-'1x2 2.4.99.-
\ 
6 

NeuAca.2,3GalJ31,3GicNAc .. 
Agil sur la GleNAc seulement après galactosylation et 
sialylation 

ST6GaiNAcl NeuAca2,6 Ga!NAca.-SerfThr 2.4.99.3 Poulet (Kurosawa et al., 1994b) 
(ST6(0)-I) Agit sur la Ga!NAc qu'elle soit galactosylée ou non, 

sialylée ou non et. requiert wte protéine comme aglycone 

ST6GaiNAc II NeuAca2 3.4.99.- Poulet (Kurosawa el al., 1994c) 
\ Homme (Sotiropoulou et al., 

6 1994) 
(NeuAca2,3)a-1GalJ31 ,3Ga!NAca-SerfThr Souris (Kurosawa et al.,1996) 

Agit sur une structure sialylée ou non. 

ST6GaiNAc III NeuAca2 2.4.99.7. Rat (Sjoberg et al., 1996) 
(ST6(0)-IJ, STY) \ 

6 
NeuAca2,3GaiJ31,3GaiNAca-SerfThr 
Requiert strictement cette structure trisaccharidique mais 

tolère une structure aglycone hydrophobe. 

Neu5Aca2,3Gal 

ST3Gall NeuAca2,3 Ga!J31 ,3Ga!NAca ou 13 2.4.99.2/4 Cochon (Gillespie et al., 1992) 
(ST3(0), Agit sur les 0-glycannes Souris (Lee et al., 1993) 
ST3GalA-1, Poulet (Kurosawa et al., 1995) 
ST-2) Homme (Chang et al., 1995) 8 

(Kitagawa & Paulson, 1994a) 

ST3Galii NeuAca2,3 Ga!J31 ,3Ga!NAc Souris (Lee et al., 1994) 
(ST3Ga!A.2, Agit les 0-glycannes et les glycolipides Rat (Lee et al., 1994) 
SAT-IV) Homme (Kim et al.,1996a) l(p21-p34) 

(Giordanengo el al, 1997) 

ST3Galiii NeuAca2,3 GalPI,3(4)GicNAc .. 2.4.99.6 Rat (Wen et al., 1992a) 
(ST3(N), ST-3) Agit préférentiellement sur les chaînes de type 1. Homme (Kitagawa & Paulson., l(p34-p33) 

1993) 
Souris (Kono et al., 1997) 

STJGaiiV NeuAca2,3 Ga!P 1,4(3)GicNAc .. 2.4.99.- Homme (Sasaki et al., 1993, ll(q23-cJ24) 
(STZ, NeuAca2,3 GaiJ31,3Ga!NAc Kitagawa & Paulson, !994b) 
SAT-3, ST-4) Agit préférentiellement sur les N-glycannes au niveau des Souris (Kono et al., 1997) 

chaînes de type 2 mais aussi sur les 0-glycannes. 

GMJ Syntbase NeuAca2,3 GaiJ31,4GicJ3-Cer .. 2.4.99.9 
STJGaiV Spécifique du lactosylcéramide. 
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Tableau IV. La famille des sialyltransférases de mammifères et de poulet (suite). 

La nomenclature utilisée est celle de Tsuji et al., (1996). D'après Recchi et al., 1995. 

Enzyme 

Neu5Aca.2,8 

ST8Sia l 
(SA T-Il, 
SA T-Ill) 

ST8Siall 
(STX) 

Liaison 

NeuAca.2,8 NeuAca.2,3GalB1,4Glci3-Cer (GD3] 

NeuAca.2,8 NeuAcu2,8NeuAca.2,3GalB 1 ,4Glci3-Cer 
[GT3] 

NeuAca.2,8(NeuAcu2,8NeuAca. -N-Glycanne 

ST8Sia III NeuAca.2,8 NeuAca.2,3GalB 1,4GlcNAc 

ST8SiaiV 
tPST-I) 

ST8SiaV 
(SAT-V, 
SA T-Ill) 

NeuAca.2,8 NeuAca2,8NeuAca -N-Glycanne 

[GTia] NeuAcu2 "lt 
3 

NeuAca.2,8 NeuAca.2,3GalB 1 ,3GalNAcf31 ,4Gaill 1 ,4Glc-Cer 

[GQ!b] NeuAcu2.8NeuAcu2 'lit 
3 

NeuAca.2,8 NeuAca2,3GalB 1 ,3GalNAc(31 ,4Gall31 ,4Glc-Cer 

[GT3] 

NeuAca.2,8 NeuAcu2.8NeuAcu2,3GalB 1 ,4Glc-Cer 

• : le résidu d'acide sialique ajoure est indiqué en lettres grasses. 

E.C. 

2.4.99.8 

2.4. 99.-

1.4.99.-

2.4.99.-

Clonage Chromosome 
Humain 

Homme ( Sasaki et al, 1994; Nara 12(pl2) 
et al., 1994; Barague hi et al., 
1994) 
Souris (Y oshida et al., 1995a) 
Rat (Watanabe et al, 1996) 

Rat (Livingston & Paulson, 1993) 
Souris (Kojima et al., 1995 a et b) 
Homme (Angata et al., 1997) 

Souris (Yoshida et al., 1995a) 

Hamster (Eckhardt et al., 1995) 
Souris (Yoshida etal., 1995b) 
Homme (Nakayama et a/.,1995b) 

Souris (Kono et al., 1996) 
Homme (Kim et al, 1997) 
Poulet (Daniotti et al.. 1997) 

43 



type différent. Ainsi, dans le groupe des ST3Gal, on peut distinguer : 

- ST3Gal 1 (EC 2.4.99.4) qui reconnaît les structures de type Galf31-3GalNAca-R 

ou f3 des 0-glycannes, 

- ST3Gal II (EC 2.4.99.-) qui reconnaît également les structures de type Galf31-

3GalNAca-R ou f3 des 0-glycannes et des glycolipides. 

- ST3Gal III (EC 2.4.99.6), qui transfert un résidus d'acide sialique sur le 

galactose en position terminale du motifGalf31-3(4)GlcNAcf3-R des N-glycannes, 

- ST3Gal IV qui reconnaît à la fois les structures Galf31-3GalNAca-R ou f3 des 0-

glycannes et Galf31-4(3)GlcNAcf3-R des N-glycannes, 

- et enfin la GM3 Synthase (ST3Gal V) qui reconnaît les structures Galf31-4Glc

Cer des glycolipides. 

Le tableau V, page 44 permet de comparer la spécificité de 4 de ces enzymes sur 

différents substrats accepteurs. 

Tableau V : Comparaison de la spécificité de substrat in vitro de la famille des ST3Gal 
chez la souris. 
Les valeurs relatives de V max 1 Km sont indiquées, la plus grande valeur de V max 1 Km pour 
chaque oligossaccharide et chaque enzyme étant prise comme référence. * indique des 
valeurs inférieure à 0,1. ND indique qu'aucune activité n'a été détectée (Tsuji, 1996). 

Oligosaccharide Glycolipides 

Galj31-3GlcNAc Galj31-4GlcNAc Galj31-3GalNAc Galf31, 4Glcf3-Cer Gg4Cer nLe4Cer 

(Type 1) (Type II) (Type III) Lac-Cer (GAJ) (GAI) 

ST3Gal 1 0.4 ND 100 ND 4.3 ND 

ST3Gal II 0.76 ND 100 ND 109 ND 

ST3Gal III 100 5.6 3.3 ND * * 
ST3Gal IV 10.5 100 1.5 ND * * 
Gg4Cer: Galj31-3GalNAcj3l-4Galj31-4Glcj31-1'-Cer; nLe4Cer: Galj31-4GicNAcj31-3Galj31-4Glcj31-1'-Cer. 

D'autre part, l'affinité de certaines enzymes dépend également de la partie 

aglycone de la structure acceptrice. Bergh & van den Eijnden (1983) ont pu montrer que 

la ST6GalNAc III des 0-glycannes (EC 2.4.99.7) (Tableau IV, page 42 et 43) extraite 

de microsomes de foie de Veau foetal reconnaissait les structures Neu5Aca2-3Galf31-

3GalNAc- greffées sur une protéine ou sur le p-nitrophénol (pNp) alors que la 

ST6GalNAc Ides 0-glycannes (EC 2.4.99.3), extraite de microsomes de glandes sous

maxillaires ovines ou porcines, reconnaissait les structures Galf31-3GalNAc- et 
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GalNAc- lorsqu'elles étaient greffées sur une protéine mais ne transférait pas l'acide 

sialique quand ces structures étaient liées au pNp. 

2- Expression tissulaire. 

La comparaison de l'activité enzymatique de différentes ST3Gal dans les tissus de 

Rat (Paulson, et al., 1989), ainsi que la comparaison du taux d'ARNm codant pour ces 

enzymes (Wen et al., 1992b; Gillepsie et a/.,1992), ont permis de montrer que: 

- ST3Gal IV n'est pratiquement pas exprimée dans le coeur, la rate, les glandes 

sous-maxillaires et l'intestin mais est active dans le tissu hépatique, les ovaires, 

les poumons et les reins. 

- ST3Gal I est faiblement exprimée dans le cerveau, les testicules, les reins et le 

coeur mais est active dans les poumons, le côlon, le foie et les glandes salivaires. 

Chez la souris, la spécificité d'expression des ARNm des ST3Gal est résumée 

dans le tableau VI, page 45. 

Tableau VI: Spécificité d'expression tissulaire chez la souris des ST3Gal (Tsuji, 1996). 

Tissus 

cerveau (foetal) 

cerveau (adulte) 

foie (foetal) 

foie (adulte) 

cœur 

rem 

rate 

thymus 

côlon 

testicule 

ST3Gal I 

+/

+/-

++ 

+ 

+ 

+/-

+++ 

++ 

glande sous-maxillaire ++++ 

ST3Galll 

++ 

++ 

++ 

+/-

+ 

+ 

++ 

+/-

+/-

+/-

+/-

ST3Gal III ST3Gal IV 

+++ ++ 

+++ ++ 

++ ++ 

+++ ++ 

+++ ++ 

+++ ++ 

+++ ++ 

+ ++ 

++ + 

+ + 

+/- ++ 

Dans l'intestin de rat nouveau-né, ST6Gal I est fortement exprimé dans l'iléon 

alors que son expression est très faible dans le jéjunum. Au cours du développement 
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postnatal l'activité décroît dans l'iléon pour tomber au même mveau que dans le 

jéjunum au moment du sevrage (Vertino-Bell et al., 1994). D'autre part, il est 

clairement établi actuellement que les sialyltransférases peuvent être considérées 

comme des marqueurs de différenciation. Ainsi, par exemple, il a été montré que 

l'expression de ST6Gal I permet de réguler la production de différents antigènes de 

différenciation (HB-6, CDw75, CD76) à la surface des cellules de lignées B et des 

érythrocytes, antigènes d'ailleurs nécessaires à la fonction des lymphocytes (Guy & 

Andrew,1991; Bast et al., 1992). 

Ces observations montrent que les sialyltransférases sont exprimées de manière 

tissus spécifique. 

3- Structures comparées des sialyltransférases. 

Actuellement, les ADNe de sialyltransférases clonées et publiées (Tableau IV, 

page 42 et 43) sont au nombre de 35 provenant de différentes espèces animales et de 

différents tissus. L'analyse des séquences en acides aminés déduites des ADNe des 

sialyltransférases clonées permet de montrer qu'elles présentent toutes une structure 

transmembranaire de type II, commune aux autres glycosyltransférases : elles sont 

constituées d'une courte région N-terminale de 3 à 11 résidus d'acides aminés située du 

côté cytoplasmique, d'un domaine transmembranaire de 13 à 23 résidus d'acides aminés, 

d'une région "tige" de longueur variable (20-200 acides aminés) et d'une grande région 

C-terminale de 300 à 350 acides aminés contenant le domaine catalytique (Figure 10, 

page 47). La comparaison des séquences nucléiques des premières sialyltransférases 

clonées a permis de révéler une région présentant une forte homologie entre les 

différentes sialyltransférases. Cette région appelée "sialylmotif,, est située dans le 

domaine catalytique, elle se compose de deux sous motifs les sialylmotifs L (pour 

"large") de 45 acides aminés et S (pour "small") de 23 acides aminés (Drickamer, 1993; 

Livingston Paulson, 1993)(Figure 11, page 48). Datta et Paulson (1994) ont montré par 

mutagenèse dirigée des acides aminés conservés dans le sialylmotif L, que celui-ci 

participe à la fixation du CMP-NeuAc. De plus, ces séquences n'ayant pas été 

retrouvées chez les autres glycosyltransférases actuellement clonées, il est logique de 
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N-glycanne 

Domaine 

catalytique 

Site de protéolyse 

Signal d'ancrage 

transmembranaire 

NH 2 

Golgi 

COOH 

Sites de 0-glycosylation 

membrane du Golgi 

Cytoplasme 

Figure 10. Organisation structurale des glycosyltransférases (d'après Clausen et 
al., 1992). 

Elles sont constituées d'une courte région N-terminale située du côté cytoplasmique, de 
13 à 23 résidus d'acides aminés pour le domaine transmembranaire, d'une région "tige" 
de longueur variable et d'une grande région C-terminale contenant le domaine 
catalytique. 
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Sialylmotif L 

ST6Gal I 

ST6GalNAc I 
ST6GalNAc II 
ST3Gal III 

ST3Gal I 

ST3Gal II 

ST3Gal IV 
ST8Sia II 

ST8Sia III 
ST8Sia IV 
ST8Sia I 

Sialylmotif S 

ST6Gal I 

ST6GalNAc I 
ST6GalNAc II 
ST3Gal III 

ST3Gal I 

ST3Gal II 

ST3Gal IV 
ST8Sia II 

ST8Sia III 
ST8Sia IV 
ST8Sia I 

rat 
homme 
poulet 
poulet 
poulet 
rat 
homme 
porc 
souris 
homme 
souris 
rat 
homme 
rat 
homme 
souris 
hamster 
homme 

rat 
homme 
poulet 
poulet 
poulet 
rat 
homme 
porc 
souris 
homme 
souris 
rat 
homme 
rat 
homme 
souris 

178 WQRCAvYSSAGSLKNSQLGREIDNHDAVLRFNGAPTDN-FQQllYUSKTT 225 
181 WGRCAVYSSAGS~SQLGREIDDHDAVLRFNGAPTAN-FQQ~TT 228 
189 RCAVYSSAGS~SHL~EINSHDAVLRFNGAPVKG-FQEllYUQKTT 234 
339 S~vYGNGGILNNS~EIDSHDYVFRVSGAVIKG-YE~ 383 
179 RCAvYGNGGI~GSRQGRAIDAHDLVFRLNGAITKG-FEEllYUSKV 224 
156 C~II~GNGGVLANKSLOSRIDDYDIVIRLNSAPVKG-FEKllYUSKTT 204 
157 CII~GNGGVLANKSLGSRIDDYDIVVRLNSAPVKG-FEKllYUSKT 203 
14 2 CRRCA VYGNSGNL.KESYY~Q IDSHDFVL.B,MNKAPTEG-FEAlrlaSKTT 18 9 
136 CRRCAVYGNSGNL.KDSSY~EIDSHDFVL.RMNKAPTVG-FEA.DY.ŒSRTT 183 
141 RCAVYGNSGNLRESSY~EIDSHDFVL.B,MNKAPTAG-FEAllYUTKT 185 
14 9 CRRCA VYGNSGNLRGSGYOOEVDSHNFIM.B,MNQAPTVG-FEK.DY.ŒSRTT 19 6 
14 9 CRRCA vYGNSGNLRGSGYOOEVDSHNF IM.B,MNQAPTVG-FEK.DY.ŒSRTT 19 6 
116 CRRC.VVYGNGHRLRNSSLŒJAINKYDWIRLNNAPVAG-YEG.DY.ŒSKTT 16 3 
154 FQTCAI~GNSGVLLNSGCUQEIDTHSFVIRCNLAPVQE-YARllYULKTD 201 

1 FQT~I~GNSGVLLNSGYUREIDAHSFVIRCNLAPVQE-YA~LKTD 48 
159 YNV~vYGNSGIL.TGSQCOOEIDKSDFVSRCNFAPTEA-F'HK.IOOlRKTN 215 
139 FKTCAVYGNSGIL.LDSGCUKEIDSHNFVIRCNLAPVVE-FAAllYUTKSD 186 
120 LKKCAVYGNGGIL.KKSGCURQIDEANFVMRCNLPPLSSEYTKllYUSKSQ 168 

318 PSS~LGIIIMMTLCDQVDIYEF 340 
321 PSS~LGIIIMMTLCDQVDIYEF 343 
328 PSS~LGIVIMMTLCDEVDVTEF 350 
494 PTTaALLLLTALHLCDRVSAYGY 516 
332 PSTUALMLLTALHTCDQVSAYGF 354 
299 PTLGSVAVTMALDGCDEVAVAGF 321 
300 PTLOSVA VTMALHGC,DEVAVAGF 322 
270 PSTUILSVIFSLHICDEVDLYGF 292 
264 PSTUILSIIFSIHICDEVDLYGF 286 
267 PSTUILSVIFSMHVCDEVDLYGF 289 
277 PST~LVLFFALHVCDEVNVYGF 299 
277 PST,G.MLVLFFALHVCPEVNVTGF 299 
258 PTTULLAITLALHLCDLVHIAGF 280 
293 PTTULLMYTLATRF~QIYLYGF 315 
140 PTTULLMYTLATRFCKQIYLYGF 162 
299 LSTUILMYTLASAICEEIHLYGF 321 

hamster 278 PSTULLMYTLATRFCDEIHLYGF 300 
homme 258 LSTULFLVSAALGLCEEVAIYGF 280 

Figure 11 : Séquence des acides aminés présents dans les sialylmotif L et S de 18 
sialyltransférases clonées (Harduin et al., 1995). 

Les acides aminés les plus conservés sont indiqués en gras et soulignés. Les chiffres 
indiqués à droite ou à gauche indique la position des acides amines dans la séquence 
codante. 
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penser qu'elles soient spécifiques à la famille des gènes des sialyltransférases. En 

conséquence, c'est le sialylmotif L qui a été choisi pour cloner les autres membres de 

cette famille et ceci avec de très nombreux succès. Les sialylmotifs ont été retrouvés 

dans toutes les sialyltransférases clonées à ce jour. Les grands progrès réalisés au niveau 

de clonage des sialyltransférases ont permis la réalisation d'un dendrogramme (Figure 

12, page 50) des sialyltransférases. Celui-ci montre une similarité de séquence pour une 

même enzyme dans différentes espèces. Toutefois, au sein d'une même espèce, les 

séquences nucléiques des différentes sialyltransférases présentent peu de similitude. 

Une autre approche, qui s'appuie sur la comparaison des zones hydrophobes des 

protéines appelée HCA (Hydrophobie Clusters Analysis ), a permis de montrer la 

présence de deux acides aminés, une glutamine (E) séparées par 4 acides aminés d'une 

histidine (H) présents dans le domaine catalytique de toutes les sialyltransférases 

(Tableau VII, page 51). Cette région a été appelée sialylmotif VS (pour "Very Small") 

(Geremia et al., 1997). Vu les propriétés intrinsèques des résidus de Glu et His, on peut 

penser raisonnablement que ces résidus conservés soint impliqués dans l'activité 

catalytique des sialyltransférases. 

4- Localisation des sialyltransférases. 

Concernant la localisation intracellulaire, le cas le plus documenté est celui de 

ST6Gal I. Cette enzyme intervenant au niveau de la maturation finale des N-glycannes, 

celle-ci est logiquement localisée dans le trans-Golgi et le réseau trans-golgi en, bien que 

dans les vésicules golgiennes des entérocytes, sa répartition soit plus diffuse (Roth, 

1987). Ainsi, il a été observé que ST6Gal l et la B1,4-galactosyltransférase étaient 

localisées dans des sous-compartiments différents du trans-Golgi (Berger et al., 1993). 

Cette localisation golgienne dépend de la présence d'un peptide signal dans la partie N

terminale du polypeptide et nécessite la présence de deux résidus de lysine dans la 

séquence luminale flanquant ce peptide signal (Dahdal & Colley, 1993). Des analyses 

de protéines chimériques de ST6Gal I et de protéines retrouvées à la surface cellulaire 

révèlent que la région transmembranaire joue un rôle clé dans la rétention golgienne, 

ainsi que les régions flanquantes qui interviennent en augmentant l'efficacité de cette 
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cST3Gal-l 

hST3Gal-l 

sST3Gal-1 

pST3Gal-l 

rST3Gal-ll 

sST3Gal-ll 

hST3Gal-11 

rST3Ga\-\\l 

sST3Gal-lll 

hST3Gal-111 

hST3Gai-IV 

sST3Gai-IV 

sST6Gal-l 

rST6Gal-l 

hST6Gal-l 

'---- pSTSGal-1 

hST6GaiNAc-11 

sST6GaiNAc-11 

pST6GaiNAc-ll 

pST6GaiNAc-l 

L----------------rSTSGaiNAc-111 

rST8Sia-11 

sSTSSia-11 

hSTSSia-11 

haST8Sia-IV 

sSTSSia-IV 

hSTSSia-IV 

1------- sSTSSia-111 

hSTSSia-1 

hSTSSia-V 

rST8Sia-1 

sSTSSia-1 

Figure 12 : Dendrogramme reliant les différentes séquences nucléiques des 
sialyltransférases clonées chez plusieurs espèces. 

c : Cochon, h : Homme, s : Souris, p : Poulet, r : Rat, ha : Hamster. 
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Tableau VU: Comparaison des séquences en acides aminés au niveau C-terminal de douze 
sialyltransférases montrant le sialylmotifVS. (Geremia et al., 1997) 

Les acides aminés conservés sont indiqués en gras. Les chiffres indiquent la position de l'acide aminé dans 
la séquence de la protéine. 

sialyltransférase 
ST6Gal 1 

ST3Gal 1 

ST3Galll 

ST3Gal Ill 

ST3Gal IV 
ST6GalNAcl 
ST6GalNAc II 
ST6GaiNAc III 
ST8Sia 1 
ST8Sia ll 

ST8Sia III 
ST8Sia IV 

Espèce 
Rat 
Homme 
Souris 
Poulet 

Porc 
Souris 
Homme 
Poulet 

Rat 
Souris 

Rat 
Homme 

Homme 

Poulet 

Poulet 

Rat 

Homme 

Rat 
Homme 
Souris 

Souris 

Hamster 
Homme 
Souris 

Séquence d'Acide Aminé 
K346TDVCYYHQKFFDSACTMGAYDPLLFEKNMVKHLNEGTDEDIYL389 
K34 9 TDVCYYYQKFFDSACTMGAYHPLLYEKNLVKHLNQGTDEDI YL3 92 

K3 4 6TDVCYYHQKFFDSACTMGAYHPLLFEKNMVKHLNEGTDEDIYL38 9 

QJs6TDICHYYQKFHDHACTMGAYHPLLFEKNLVKHLNQGTDEDIYL399 

G398NWHHYWENNPSAGAFRKTGVHDGDFESNVTTILASINKIRIFK341 

G2nNWHHYWENNPSAGAFRKTGVHDGDFEYNITTTLAAINKIRIFK335 
G2 ~5NWHHYWENNPSAGAFRKTGVHDADFESNVTATLASINKIRIFK333 
G2s1HWHHYWENNASAGAFRQTGVHDADFEFNVTLTLASIEKIKFFK340 

G305NWHHYWENNRYAGEFRKTGVHDADFEAHIIDILAKASKIEVYR348 

G304NWHRHWENNRYAGEFRKTGVHDADFEAHI I DMLAKASKI EVYR34 7 

P323NAPLHYYETVRMAAIKESWTHNIQREKEFLRKLVKARVITDLS:,71 

P329NAPLHYYETVRMAAIKESWTHNIQREKEFLRKLVKARVITDLS 372 

N287 KKQTIHYYEQITLKSMAGSGHNVSQEALAIKRMLEMGAIKNLT330 

Hs2 0QKY S DHYYDKEWKRLVFYVNHDFNLEKQVWKRLHDENIMKLYQ5 63 
Y 359EQFSDHYYEPEKKPL VFYANHDMLLEAELWRSLHRAG IMELYQ4 02 

Y 2ssEQGKDECNEYLLHEHAPYGGHRFITEKKVFAKWAKKHRIVFTH299 
N301MHEQPISHHYYDNVLPFSGFHAMPEEFLQLWYLHKIGALRMQL344 

N 325 PVKYHYYDSLKYGYT SQAS PHTMPLEFJr.ALKSLHEQGALKLTV 3 68 

N1t2PVKYHYYDSLKYGYTSQASPHTMPLEFkALKSLHEQGALKLTV21:, 
N 325 PVKYHYYDSLKYGYT SQAS PHTMPLEFkALKSLHEQGALKLTV:, 68 

D333 LPYHYYDKKGTKFTTKWQESHQLP AEFQLLYRMHGEGLTKLTV 3 7 6 

K310AVKYHYYDDLKYRYFSNAS PHRMPLEFkTLNVLHNRGALKLTT 353 
K310AVKYHYYDDLKYRYFSNASPHRMPLEFkTLNVLHNRGALKLTT353 
K310AVKYHYYDDLKYRYFSNAS PHRMPLEFkTLNVLHNRGALKLTT 35 3 
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rétention (Gleeson et al., 1994). D'un autre côté, des altérations de la région 

transmembranaire ou des délétions dans les régions flanquantes de ST6Gal I ne 

perturbent pas sa localisation golgienne indiquant que le domaine luminal catalytique 

contribue également à la rétention golgienne. 

L'hypothèse émise est que la rétention des glycosyltransférases serait médiée par 

la formation d'un complexe entre leur partie transmembranaire et leur partie catalytique. 

En outre, Munro (1995) a démontré que l'efficacité de rétention de ST6Gal I est 

associée à la longueur du domaine transmembranaire. ST6Gal Ise retrouve également 

sous une forme soluble dans les liquides biologiques tels que le lait ou le sérum. Cette 

enzyme soluble n'est en réalité qu'une forme tronquée de l'enzyme membranaire de 

laquelle a été éliminée par coupure protéolytique, la partie hydrophobe 

transmembranaire renfermant le peptide signal. Lors de la phase inflammatoire, on peut 

observer une libération importante de ST6Gal I hépatique dans le sérum (Kaplan et al., 

1983). Cette libération proviendrait d'une altération du trafic lysosomal de la cathepsine 

D provoquant une coupure protéolytique de la forme membranaire de ST6Gal I, la 

convertissant de ce fait en une forme soluble catalytiquement active (Jamieson et al., 

1993). Pour le moment, aucune signification biologique à la présence de 

sialyltransférases dans les liquides biologiques n'a pu être avancée et il en va de même 

en ce qui concerne l'augmentation du taux sérique lors de la réponse inflammatoire. 

Récemment, Ma et al. ( 1997) ont montré qu'il existe deux formes protéiques de 

ST6Gal I ne différant que d'un seul acide aminé dans le domaine catalytique à la 

position 123, une tyrosine provenant du codon TAC pour la forme appelée ST Tyr, ou 

une cystéine provenant du codon TGC pour la forme appelée ST Cys. La forme ST Tyr 

est conforme à la séquence de l'ADN génomique. Les deux formes sont issues de deux 

séquences existant au niveau des ARNm. Cette seule modification conduit à une 

différence d'activité enzymatique: la forme ST Tyr étant plus active que la forme ST 

Cys, et à une différence de localisation subcellulaire : la forme ST Cys est retenue 

longuement dans le Golgi, tandis que la forme ST Tyr est clivée et sécrétée rapidement, 

avec une demi-vie de 3 à 6 heures. Cette forme sécrétée de la ST Tyr a le même poids 

moléculaire que la forme sécrétée retrouvée dans les milieux biologiques. 
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5- Régulation de l'expression des sialytransférases. 

La régulation de l'expression des activités sialyltransférasiques se fait 

principalement au niveau transcriptionnel, même si les aspects de compétition entre les 

sialyltransférases agissant sur les mêmes substrats accepteurs, une localisation 

différente des enzymes dans l'appareil de Golgi, des variations dans la concentration des 

substrats et des donneurs saccharidiques sous leur forme activée CMP-NeuAc, ne 

peuvent être écartées. 

La régulation la plus étudiée est celle de ST6Gal Ide Rat (nous n'aborderons pas 

dans ce chapitre la régulation de la famille des ST8Sia). 

a- Structure du gène codant pour ST6Gall de rat. 

L'organisation du gène de ST6Gal Ide Rat a été décrite par Wen et al. (1992b). 

Comme le montre la figure 13 (page 55), ce gène renferme au moins 11 exons répartis 

sur 80 kb. Les 3 premiers exons E_1, E0 et E1 sont non codants. L'exon E2 contient l'A TG 

et possède l'information pour la séquence N-terminale cytoplasmique de la protéine 

ainsi que pour le domaine transmembranaire et la région "tige" alors que les exons E3 à 

E6 codent pour le site catalytique de l'enzyme. L'exon E6 contient également le signal de 

fin de traduction ainsi qu'une importante région 3' non traduite de 2,8 kb. Ce gène 

donne naissance à différents transcrits par l'utilisation de plusieurs régions promotrices 

ainsi que par des mécanismes d'épissage alternatif Schématiquement, on peut 

distinguer trois familles de transcrits de tailles différentes : 

- une famille d'ARNm de 4,7 kb qui s'exprime dans la majorité des types 

cellulaires; 

- un ARNm de 4,3 kb exprimé uniquement dans le foie; 

-trois ARNm de 3,6 kb, formes prédominantes observées uniquement dans le 

rem. 

Les ARNm de 4,7 kb et 4,3 kb sont identiques dans leur séquence nucléotidique 

et codent tous deux pour une seule et même protéine. Ils diffèrent uniquement par leur 

extrémité 5' non traduite. L'ARNm de 4,7 kb décrit par Wen et al. (1992b) et cloné à 
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partir d'une banque d'ADN complémentaire aux ARNm de rein de Rat, contient deux 

exons additionnels, E0 et E_" situés respectivement à 15 et 40 kb en amont du site 

d'initiation de transcription de l'ARNm hépatique. Ceci suggère l'existence d'au moins 

deux régions promotrices distinctes qui permettent 1' expression de ces deux transcrits. 

Les transcrits de 3,6 kb diffèrent entre-eux également par leur extrémité 5'. Ils seraient 

générés par épissage différentiel et par l'utilisation de deux promoteurs alternatifs. Ils 

coderaient pour des protéines dont les fonctions ne sont pas évidentes. En outre, 

l'analyse quantitative de ces ARNm dans les différents tissus a permis de mettre en 

évidence un spectre d'expression tissulaire des ARN messagers avec le plus faible taux 

observé dans le cerveau, des taux intermédiaires dans l'ovaire, la rate, le rein et le 

poumon et un taux de l'ordre de 10 à 50 fois plus élevé dans le foie. Le même type de 

résultats, obtenus en comparant les activités sialyltransférasiques (Paulson et al., 1989), 

suggère que la variation de l'activité spécifique de ST6Gal I (de plus de 100 fois, avec la 

plus forte activité détectée dans le foie et la plus faible dans le cerveau et le coeur) 

résulte d'une variation du tatLx d'expression des ARNm par un contrôle du taux de 

transcription du gène codant pour l'enzyme. 

b- Structure du gène codant pour ST6Gal 1 humaine. 

La comparaison du gène codant pour ST6Gal I humaine et de Rat montre une 

conservation précise des frontières entre les exons et les introns dans la séquence 

codante des deux enzymes. De plus, tout comme chez le Rat, il existe plusieurs 

transcrits différents par leur partie 5' (Wang et al., 1993). Des lignées lymphoblastoïdes 

de type B différenciées expriment un transcrit contenant les exons Y et Z (Figure 14, 

page 55) alors que les cellules présentant le phénotype de cellules B matures expriment 

un transcrit de plus petite taille, dans lequel les exons Y et Z sont remplacés par un 

ex on alternatif X. 

Le transcrit contenant les exons Y et Z dont l'ADNe a été isolé du placenta 

humain (Grundmann et al., 1990) est présent dans un grand nombre de cellules et de 

tissus. La similitude entre les exons Y et Z et les exons E_ 1 et E0 de Rat suggère que ce 

transcrit est l'homologue humain du transcrit de 4,7 kb de Rat. 
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Figure 13 : Organisation génomique de ST6Gal 1 de rat. 

Le gène de ST6Gal 1 contient au moins Il exons et s'étend sur environ 80 kb. Les mécanismes d'épissage 
de chacun des ARNm sont décrits dans le texte (Wen et a/.,.1992b) 

>110 142 

Figure 14 : Représentation schématique du gène de ST6Gal 1 

Les zones hachurées représentent les régions codantes, les zones grises les régions non codantes. Les 
sialylmotifs L et sont indiqués par des traits épais au dessus des régions codantes. La taille en pb est en 
dessous de chaque exon, r indique les sites d'initiation de la transcription (Grundmann et al., 1990; Aas

Engeta/., 1995;Loetal., 1996). 

55 



Pour les cellules d'hépatocarcinome HepG2, il existe un autre type d'ARNm ne 

contenant pas les exons X , Y ou Z, celui-ci commencerait par un autre exon dont 

l'initiation de la transcription se ferait à 25 nucléotides en amont de l'exon I, cet exon I 

étendu a été appelé I* (Aas-Eng et al., 1995). 

Dans une étude récente de Lo et al. ( 1996) portant sur des lignées 

lymphoblastoïdes de type B matures de Louckes, d'autres exons ont été découverts, 

l'exon V associé à l'exon X, l'exon U associé aux exons Y+Z, et l'exon W associé à 

l'exon Z. (Figure 14, page 55). Sur 491 clones obtenus à partir des produits d'extension 

en 5' , 57 contiennent l'exon X, 17 les exons Y+Z , 38 l'exon U, et un de chaque 

contenant les exons V et W. L'hypothèse que les exons U, V, W soit sous le contrôle de 

promoteurs propres à chacun ne peut être exclue. Les isoformes commençant par les 

exons Y+Z+U+I et les exons X+V+I sont sûrement le résultat d'un épissage alternatif 

des formes précédemment décrites commençant par les exons Y+Z+I et les exons X+I 

respectivement. 

c- régulation transcriptionnelle. 

La variété des transcrits issus du gène de ST6Gal I, aussi bien chez le Rat que 

chez l'Homme, suggère qu'il existe une régulation fine tant au niveau quantitatif que 

qualitatif de ces différents transcrits en fonction du type cellulaire considéré et nous 

possédons actuellement quelques éléments permettant d'étayer cette hypothèse. 

c-1- Régulation transcriptionnelle de la forme hépatique chez le Rat. 

A ce jour, seul le promoteur hépatique a été étudié. Celui-ci contrôle la synthèse 

d'un transcrit de 4,3 kb qui ne s'exprime que dans les hépatocytes de Rat. Comme le 

montre la figure 15 (page 57), la transcription de ST6Gal I est contrôlée par differents 

facteurs de transcription ubiquistes tels que MLTF et cpNFl, ou spécifiques du tissu 

hépatique tels que HNFI, DBP et LAP (Svensson et al., 1992). D'autre part, il a été 

démontré que l'expression de ce transcrit était contrôlé par les glucocorticoïdes. En 

effet, l'addition de dexaméthasone dans des cultures d'hépatocytes de Rat provoque une 

forte augmentation de la transcription du gène de ST6Gal I (Wang et al., 1989). 
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Cependant, en utilisant des constructions chimériques contenant le gène CAT sous le 

contrôle de délétants de ce promoteur, aucun site consensus GRE n'a pu être identifié 

dans une région de 1 kb en amont du site d'initiation de transcription (Wang et al., 

1990). De plus, l'expression de ce transcrit est, également, augmentée dans la muqueuse 

de Rat nouveau-né, ce qui induirait une répartition plus large de ce promoteur qui ne 

serait donc pas exclusivement hépatique (Vertino-Bell et al., 1994). 

MLTF -200pb 

DBP \il NF1 
LAP r· 

Figure 15. Représentation schématique du promoteur contrôlant l'expression de 
l' ARNm de 4,3 kb de ST6Gal 1 dans les hépatocytes de rat (Svensson et al., 1992). 

La flèche représente le site d'initiation de la transciption. 
ML TF : "Adenovirus major late transciption factor"; DBP : "D-binding protein"; 
LAP: "Liver enriched transcriptional activator protein; $NFI : "Nucleor factor 1; 
HNF -1 : "Hepatocyte nuclear factor 1 ". 

c-2- Régulation transcriptionnelle de ST6Galf de rat dans les autres 

tissus 

Dans les cellules thyroïdiennes de Rat FRTL-5, le taux d'ARNm (4,7 kb) de 

ST6Gal I est abaissé par la thyrotrophine et ceci par un mécanisme faisant ici intervenir 

l'AMPc (Grollman et al., 1993). Dans les fibroblastes de Rat, la transcription de cette 

enzyme est régulée au moins à deux niveaux distincts : la transformation de fibroblastes 

de Rat FR3T3 par l'oncogène ras provoque une augmentation de la transcription d'un 

messager de 4,7 kb (Le Marer et al., 1992). Bien que les régions promotrices contrôlant 

l'expression de ce transcrit ne soient pas encore connues, il est vraisemblable que cette 

induction fasse intervenir un site consensus permettant la fixation d'un complexe AP-l 

(Medema & Bos, 1993). D'autre part, ce même transcrit de 4,7 kb peut être lui aussi 
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induit par la dexaméthasone (Vandamme et al., 1993) ce qui suggère qu'il existe au 

moins deux sites consensus GRE dans le gène de ST6Gal I. 

Par ailleurs, ST6Gal I voit son activité augmentée lors de la phase aiguë de 

l'inflammation, ceci étant due à la sécrétion par les hépatocytes d'une forme soluble et 

catalytiquement active de l'enzyme. On peut donc considérer que ST6Gal I comme 

faisant partie des "acute-phase reactant" (Jamieson et al., 1993). Ceci est confirmé par 

le fait que le taux de transcription des ARNm de 4,7 kb et 4,3 kb est fortement 

augmenté sous l'effet des glucocorticoïdes tels que la dexaméthasone. 

c-3- Régulation transcriptionnelle de ST6Gall humaine. 

Pour les cellules endothéliales humaines, le TNF-a, l'interleukine-], les 

lipopolysaccharides augmentent le taux de transcription et donc l'expression de ST6Gal 

I (Hanasaki et al., 1994). On peut également signaler que le traitement de cel1ules 

d'hépatocarcinome humain HepG2 par le n-butyrate réduit de 90 % le taux d'ARNm de 

ST6Gal I en affectant la stabilité des messagers, leur durée de vie passant de 30 à 5 h 

dans les cellules traitées (Shah et al., 1992). 

La région promotrice gouvernant le transcrit commençant par l'exon I* est la 

seule a avoir été étudiée chez l'Homme (Aas-Eng et al., 1995). Des sites consensus pour 

les facteurs de transcription : HNF-4, APRF/IL-6 RE-BP, NF-IL6, HNF-5, C/EBP, HNF-

1, APRF, INR ont été retrouvés dans la région génomique de 420 pb en amont de l'exon 

I*. La région 5' contient donc deux sites candidats pour la fixation de facteurs de 

transcription inductibles par l'interleukine 6. Le gène de l'IL6 a été identifié comme l'un 

des gènes majeurs induit spécifiquement lors de l'inflammation. NF-IL6 est l'homologue 

humain du facteur de transcription LAP/DBP déjà trouvé au niveau du promoteur 

contrôlant l'expression du transcrit hépatique chez le Rat. De plus, la position du site de 

fixation du facteur HNF-1 est conservée par rapport au promoteur hépatique du Rat. Les 

facteurs HNF-5, HNF-4 et C/EBP sont des facteurs contrôlant l'expression de plusieurs 

gènes spécifiques du foie. 

Comme l'organisation du transcrit de 4,3 kb du foie de Rat et du transcrit retrouvé 

dans les HepG2 est très similaire et que l'homologie entre leur partie 5' non codante est 

de 54 %, il est vraisemblable que le transcrit présent dans les HepG2 représente 
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l'homologue humain du transcrit hépatique spécifique du foie de Rat. 

c-4- Régulation transcriptionnelle de ST6Gal 1 au niveau du foie chez la 

Souris. 

Très récemment une étude portant sur ST6Gal I chez la Souris montre que la 

similitude entre les transcrits hépatiques du Rat et de l'Homme n'est pas conservée dans 

ce cas (Hu et al., 1997). En effet, ce transcrit hépatique possèdent en plus de l'ex on I 

(présent chez le Rat et l'Homme) un exon additionnel en amont nommé exon H. La 

région génomique située en amont de cet exon a été analysée et des sites consensus 

pour les facteurs de transcription AP-l, AP-2, HNF5, C/EBP et NF-IL6 ont été trouvés. 

Par rapport aux promoteurs hépatiques de ST6Gal I décrit chez le Rat et l'Homme, on 

ne retrouve pas le facteur HNF-1 commun à ces deux promoteurs. On retrouve le 

facteur NF-IL6 et C/EBP trouvé chez l'homme, mais à des positions différentes tandis 

que la position du facteur HNF5 semble plus conservée. Il existe très peu d'homologie 

entre les facteurs existant au niveau des promoteurs hépatiques chez le Rat et la Souris. 

d- Les autres sialyltransférases humaines la famille des 

ST3Gal 

Seuls les gènes de ST3Gal I et IV (Figure 16, page 60) ont été analysés (Chang et 

al., 1995; Kitagawa et al., 1996). 

Chez l'homme, le gène de ST3Gal IV comprend 14 exons répartis sur au moins 25 

kb (Kitagawa et al., 1996). La transcription de ce gène résulte en la production de 5 

ARNm différents (type Al, A2, BI, B2 et B3) dans le placenta humain, chacun ayant 

une taille d'environ 2 kb. Ils sont générés par la combinaison d'épissages alternatifs et 

l'utilisation de promoteurs alternatifs. La traduction de chaque ARNm aboutit à la 

synthèse de 3 isoformes de ST3Gal IV, la forme longue A (provenant de l'isoforme Al), 

la forme longue B (provenant des isoformes BI, B3 et B3), et la forme courte 

(provenant de l'isoforme A2) possédant chacune respectivement 332, 333, et 322 acides 

aminés. Ces isoformes ne différent l'une de l'autre que dans leur partie N-tenninale 
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Figure 16. Représentation schématique des gènes de ST3Gal 1 et de ST3Gal IV. 

Les zones hachurées représentent les régions codantes, les zones grises les régions non codantes, les 
sialylmotifs L et sont indiqués par des traits épais au dessus des régions codantes. La taille en pb est en 
dessous de chaque exon (Chang et al., 1995; Kitagawa et al., 1996). 
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cytoplasmique, ainsi que dans leur domaine transmembranaire. Actuellement, la 

signification biologique de cette variabilité reste encore à éclaircir (Kitagawa et al., 

1996). Cependant, l'analyse de la distribution de ces ARNm par la technique de 

Northem-Blot révèle que l'ARNm de type Al est spécifiquement exprimé dans le 

placenta, les testicules et les ovaires humains, alors que les autres formes sont 

constitutivement exprimées dans tous les autres tissus examinés. 

L'analyse des régions génomiques en amont du site d'initiation de la transcription 

de ST3Gal IV (Figure 17, page 62) révèle une hétérogénéité des sites d'initiation de 

transcription ainsi qu'une absence des sites consensus TATA et CCAAT et la présence 

de "boites" GC. Ces traits structuraux sont caractéristiques des gènes domestiques, qui 

sont exprimés à un faible taux dans tous les tissus essentiels. 

L'organisation génomique de ST3Gal I montre que le cadre ouvert de lecture 

s'étend sur sept exons (Figure 16, page 62) (Chang et al., 1995). Des expériences 

permettant l'analyse de la partie 5' non traduite (5'-RACE) montrent que celle-ci est 

inhabituellement longue, elle mesure plus d'l kb. Actuellement, on ne connaît qu'un 

seul type d'ARNm issu de ce gène, dont le promoteur n'a pas été caractérisé. 

On sait que les gènes de la famille des ST3Gal sont dispersés dans le génome 

humain. ST3Gal I est localisée au niveau du chromosomes 8, ST3Gal II au niveau du 

chromosome 1 (p21-34), ST3Gal III au niveau du chromosome 1 (p34-33), ST3Gal IV 

au niveau du chromosome Il ( q23-24) (Chang et al., 1995). 

En conclusion, la régulation transcriptionnelle des sialyltransférases apparaît très 

complexe. Elle fait intervenir des mécanismes d'épissage alternatif ainsi que l'utilisation 

de nombreux promoteurs. Les promoteurs contrôlant la transcription de ces enzymes 

possèdent des sites de fixation pour un grand nombre de facteurs de transcription. Ceci 

sont parfois tissus-spécifique, par exemple HNF-5, HNF-4 et C/EBP, spécifiques du 

foie. Ils peuvent être dans certains cas conservés au cours de l'évolution. Chez l'Homme 

et le Rat, le site de fixation du facteur HNF-1 est retrouvé à la même position dans les 

promoteurs des transcrits hépatiques. 
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Région promotrice gouvernant les ARNm de types A 1, A2 et B3 de ST3Gal IV 

LF-A1 SP1 E1'F LF-A1 

Région promotrice gouvernant I'ARNm de type 82 de ST3Gal IV 

AP1 

MAF NF-1 AP2 MAF OCT 

-1290 

PEA3 ETF ETF ETF 

MAF 

TypeA2 

TypeA1/ 
TypeA2 

E1'F 

AP2 P.P2 

TypeA1 

Type B2 

ETF ETF ETF -870 

Figure 17 : Les deux régions promotrices connues de ST3Gal IV. 

La région promotrice gouvernant les transcrit de type Al, A2 et B3 contient 6 séquences sirrùlaires 
reconnues par le facteur de transcription AP2. De plus, 3 séquences consensus pour le facteur de 
transcription MAF (mammary cell activateur factor), ainsi qu'une pour le facteur de transcription Spl, et 
aussi 4 pour le facteur de transcription ETF (qui stimule la transcription des promoteurs ne portant pas la 
séquence TATA) ont été identifiées. ll existe, également, 2 séquences consensus pour les facteurs de 
transcription LF-Al, 1 pour HLH (helix-loop-helix proteins) et 1 pour NF-L 
La région promotrice gouvernant la transcription de la forme B2 contient également des séquences de 
motifs sirrùlaires : trois MAF, un APl, quatre AP2, sept ETF, un HLH, un NF-1 et un PEA3. Trois 
séquences CArG, fixant un facteur de transcription nécessaire pour l'expression de gènes spécifique des 
muscles lisses, ont été trouvés, ainsi qu'une séquence consensus OCT ( octamer binding transcription 
factor) qui est reconnue par une protéine octamérique impliqué dans le contrôle du gène de l'histone 2b, 
ainsi que dans celui d'un gène codant la protéine TRPl protéine liée à une "tyrosinase" spécifique des 
mélanocytes (Kitagawa et al., 1996). 
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C- Les sialyltransférases et le cancer. 

Depuis plus de 20 ans, de nombreuses études ont été réalisées sur les activités 

sialyltransférasiques dans les cancers afin de déterminer si l'augmentation de la 

sialylation observée au niveau des cancers et en particulier des motifs sialyl-Lewisx, 

sialyl-Lewisa et sialyl-Tn, utilisés comme facteurs pronostiques, était le résultat d'une 

modification de ces activités. 

Il y a 20 ans, les connaissances sur les sialyltransférases étaient très sommaires et 

la mesure de ces activités se faisait essentiellement en utilisant l'asialofétuine comme 

substrat accepteur. On sait aujourd'hui que le transfert d'acide sialique sur ce substrat est 

le résultat de l'action de nombreuses sialyltransférases. 

Les études basées sur cette mesure des activités à l'aide de l'asialofétuine, ont 

montré une augmentation des activités sialyltransférasiques dans les tissus cancéreux 

par rapport aux tissus sains. Ainsi, des patients atteints d'adénocarcinomes épithéliaux 

de l'ovaire, ont des activités sialyltransférasiques augmentées dans 100% des cas par 

rapport à des tissus normaux (Chatterjee et al., 1979). Une autre étude portant sur des 

tumeurs du sein et du côlon montre que les activités sialyltransférasiques sont 

augmentées dans les tissus humains malins et néoplasiques par rapport aux tissus 

normaux, bénins ou pré-néoplasiques (Bosmann & Hall, 1974). L'étude générale de 

plusieurs tumeurs de différents tissus (carcinome bronchique, colique et 

hépatocarcinome) comparées aux tissus sains correspondants pour un même individu 

confirme ces observations (Berge et al., 1984 ). Les activités sialyltransférasiques ont été 

étudiées dans les tumeurs humaines mammaires à l'aide de trois accepteurs différents 

l'asialofétuine, le lactose et asialo-BSM (Bovine submaxillary mucin), une 

augmentation de ces activités a été observée à l'aide de ces trois accepteurs dans les 

tumeurs par rapport aux tissus adjacents normaux (Kishore et al., 1985). Au niveau des 

cellules lymphoblastiques leucémiques, les activités sialyltransférasiques sont 

également plus fortes par rapport aux lymphocytes de patients normatLx (Rosswski & 

Srivastava, 1983). 

D'autres études, par contre, ont montré plutôt une diminution de ces activités dans 

les tissus cancéreux par rapport aux tissus sains. En effet, ces activités seraient 
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diminuées dans les tumeurs métastatiques du foie par rapport aux tissus humains 

hépatiques normaux (Alhadeff & Holzinger, 1982), ainsi que dans les leucémies, où 

l'étude de Sasaki et al. ( 1982) est en contradiction avec celle de Rosswski & Srivastava 

en 1983. 

Toutes ces études montrent que les activités sialyltransférasiques sont modifiées 

dans les processus de cancérisation. 

Par la suite, les connaissances sur les activités sialyltransférasiques ayant 

évoluées, des accepteurs plus spécifiques ont été utilisés pour déterminer la ou les 

sialyltransférases responsables de ces variations. Grâce au développement du clonage 

des ADNe de ces enzymes dans les années 1993-98, de nouvelles sialyltransférases ont 

été identifiées. Ceci a permis de montrer que certaines enzymes pouvaient agir sur le 

même substrat accepteur. Les mesures d'activités ne permettant plus de les différencier, 

l'analyse de leur expression transcriptionnelle a été entreprise. 

1 - Modifications de la sialylation des N-glycannes : le rôle 

de ST6Gal I. 

Les sialyltransférases agissent à la fin de la biosynthèse des N-glycannes. Ces 

modifications d'activités sialyltransférasiques concernent essentiellement l'activité 

ST6Gal I. 

Les activités sialyltransférasiques détectées en utilisant comme accepteur 

l'asialio-orosomucoïde, portant uniquement des N-glycannes, sont augmentées dans les 

tumeurs du côlon, au stade D de la classification de Duke, par rapport à la muqueuse 

normale. De plus, ces tumeurs fixent plus la SNA, lectine spécifique de la liaison 

d'acide sialique en a2,6, ce qui semble montrer que ST6Gal I est augmentée dans les 

tumeurs du côlon (Kemmner et al., 1994). Une autre étude montre que l'augmentation 

de la fixation de la SNA au niveau des carcinomes du côlon par rapport aux tissus 

adjacents sains, n'est pas due à une augmentation de l'antigène sialyl-Tn. En effet, les 

protéines détectées par la SNA ne sont pas détectées par un anticorps anti-sialyl-Tn. De 

plus, cette augmentation de sialylation en a2,6 est corrélée à une augmentation de 

l'activité et du taux d'ARNm de ST6Gal I (Murayama et al., 1997). Une autre étude 
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réalisée directement sur des tissus issus de 6 patients ayant subit une colostomie pour un 

adénocarcinome colique, montre une augmentation de 2,6 fois du taux d'ARNm de 

ST6Gal I par rapport aux tissus sains adjacents (Li et al., 1995). Cette augmentation 

d'activité et du taux d'ARNm de ST6Gal I semble donc en rapport avec une 

augmentation de la sialylation en a2,6 et l'apparition de cancers dans le côlon. 

Au niveau cellulaire, la transfection de fibroblastes de Rat par l'oncogène ras 

induit une augmentation de la sialylation en a2,6 qui résulte d'une augmentation du 

taux de transcription de ST6Gal I. Et cette augmentation de sialylation est associée à un 

potentiel invasif augmenté des cellules transfectées (Le Marer et al.,1992; Le Marer & 

Stéhelin, 1995). Au niveau des cellules de mélanomes BL6, la transfection par un 

ADNe de l'a 1 ,3-galactosyltransférase ou de l'a 1,2-fucosyltransférase, qui concurrence 

l'action de ST6Gal I pour le substrat GalJ31-4GlcNAc-R, diminue le taux de sialylation 

et aboutit à l'obtention d'un phénotype moins métastatique (Gorelik et al., 1997). 

Cependant, la corrélation d'une augmentation de ST6Gal I à un phénotype 

tumoral ou métastatique n'est pas toujours évidente. Ainsi, dans les tumeurs du cerveau, 

l'expression de l'activité ainsi que du taux d'ARNm de ST6Gal I, est plus faible au 

niveau des tissus malins par rapport aux tissus bénins (Yamamoto et al., 1995). Une 

étude histochimique complémentaire, à l'aide d'un anticorps dirigé contre ST6Gal I de 

Rat, mais également à l'aide d'une sonde d'ADNe de ST6Gal I, indique que l'expression 

de cette enzyme est importante au niveau de différents sous-types de méningiomes, 

alors que toutes les tumeurs originaires de gliomes ou de méduloblastomes en sont 

dénuées. (Kaneko et al., 1996). Au niveau cellulaire, un mutant WGA résistant de 

cellules lymphoblastiques MDAY-D2 montre une augmentation de l'activité 

enzymatique ainsi que du taux d'ARNm de ST6Gal I par rapport à la lignée parentale 

non résistante, mais correspond à un phénotype moins métastatique (Takano et al., 

1994). 

Une augmentation de l'activité et du taux d'ARNm de ST6Gal I peut donc être 

associée soit à une augmentation, soit à une diminution du caractère tumoral ou 

métastatique des cellules. 
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2- Modifications de la sialylation spécifique des 0-

glycannes 

La sialylation peut intervenir dès le début de la biosynthèse des 0-glycannes. 

Cette sialylation précoce empêche l'élongation des chaînes 0-glycanniques. Dans les 

cancers, une augmentation de sialylation est associée à des chaînes 0-glycanniques 

courtes. 

Une altération dans la synthèse des 0-glycannes et notamment une augmentation 

de 4 fois de l'activité GalJ31-3GalNAc a2,3-sialyltransférase (ST3Gal I, ST3Gal II ou 

ST3Gal IV) ainsi qu'une diminution de l'activité GalNAc-peptide a2,6-sialyltransférase 

(ST6GalNAc I), responsable de la formation de l'antigène sialyl-Tn, ont été observées 

dans les tissus cancéreux du côlon par rapport aux tissus normaux adjacents aux 

tumeurs (Yang et al., 1994 ). Une autre étude montre également que l'activité 

ST6GalNAc I est de plus en plus faible dans des lignées humaines coliques issues de 

polypes, qui ont des phénotypes de plus en plus agressifs (Vavasseur et al., 1994). 

Les cellules de patients atteints de leucémie chronique présentent une activité 

a2,3-sialyltransférasique élevée vis à vis de l'accepteur GalJ31-3GaiNAc dans leurs 

granulocytes matures, par rapport à des patients normaux (Kanani et al., 1990). Au 

niveau du cancer du sein, une étude publiée en 1995 par Brockhausen et al. montre une 

augmentation importante de l'activité GalJ31-3GalNAc a2,3-sialyltransférase dans les 

cellules MCF-7 par rapport aux cellules épithéliales mammaires normales 

immortalisées MTSVl-7, se traduisant par une augmentation de la sialylation de la 

mucine membranaire MUC 1. On sait maintenant que cette activité est le résultat de 

deux enzymes, ST3Gal I et ST3Gal II, ayant une spécificité de substrats très voisine 

mais codées par des gènes différents (Tableau IV, page 42 et 43). L'étude par Northem

Blot à l'aide d'une sonde spécifique de ST3Gal I n'a cependant pas révélé de variation 

du taux de transcription pouvant expliquer cette augmentation d'activité. De plus, la 

transfection par l'ADNe de ST3Gal I dans les cellules épithéliales malignes de cancer 

du sein T47D, est corrélée à une augmentation de l'activité, ainsi qu'à une augmentation 

de la sialylation de la 0-glycosylation de la mucine épithéliale MUC 1. La même 

expérience réalisée sur les cellules MTSV1-7, non tumorales donne le même résultat: 

une augmentation de la sialylation des structures GalJ31-3GalNAc-0-Ser/Thr, 
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accompagnée d'une réduction du rapport GlcNAc/GalNAc des 0-Glycannes de MUC1, 

indiquant une diminution du degré de branchement (White ho use et al., 1997). 

En conclusion, une augmentation de l'activité Galf31-3GalNAc a2,3-

sialyltransférase semble aboutir à une diminution de la longueur des chaînes 0-

glycanniques, observées dans les cancers. Toutefois, cette diminution ne semble pas 

être associée, dans les cancers du côlon, à l'augmentation de l'activité ST6GalNAc I, qui 

permet la synthèse de sialyl-Tn, marqueur pronostique de ces cancers. 

3- Les sialyltransférases intervenant dans la synthèse des 
déterminants sialyl-Lewis8 et sialyl-Lewisx . 

Les déterminants sialyl-Lewisx et sialyl-Lewisa peuvent être portés par les 

chaînes 0- et N- glycanniques, ainsi que par les glycolipides. 

La synthèse de l'antigène sialyl-Lewisa nécessite l'intervention de l'activité 

ST3Gal III suivies par les activités al ,4 fucosyltransférases. Une étude sur des tumeurs 

du côlon montre une activité ST3Gal III augmentée en relation avec l'augmentation de 

la reconnaissance de l'antigène sialyl-Lewisa par l'anticorps CA 19-9 alors que l'activité 

a1,4 fucosyltransférase ne varie pas (Akamatsu et al., 1997). Une autre étude montre 

également que les tissus cancéreux issus de patients atteints de cancer du côlon 

expriment plus de sialyl-Lewisa. De plus, les tau.x d'ARNm de ST3Gal I et de FUT IV 

(synthétisant les motifs Lewis y et Lewisx), étudiés par Northem-Blot et RT-PCR, sont 

plus élevés par rapport aux tissus sains adjacents. Par contre, il n'y a pas de variation 

pour les taux d'ARNm de ST3Gal III et IV, ainsi que de Fut III (synthétisant le motif 

sialyl-Lewisa), V, VI, et VII, dans les deux types de tissus, cancéreux ou sains. De plus, 

la transfection dans les cellules Cos-7 de l'ADNe de ST3Gal l, montre que l'activité 

résultante s'exerce sur des structures de type 1, précurseurs du sialyl-Lewisa (Ito et al., 

1997). 

Le traitement par le GalNAc-a-0-benzyl, inhibiteur de la 0-glycosylation, des 

cellules humaines HM7 de cancer de côlon induit une diminution de l'adhésion de ces 

cellules aux E-selectines, ainsi qu'une diminution de la fixation des anticorps SNH-3 et 

19-9 spécifiques respectivement des structures sialyl-Lewisx et sialyl-Lea, par rapport 
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aux cellules non traitées (Yoon et al., 1996). Une augmentation de l'expression de 

l'antigène sialyl-Lewis
3 

a été observée dans des lignées LM-H3 et LM-H5 provenant de 

la lignée parentale, OCUC-LM1 (LM), établie à partir de métastases hépatiques du 

cancer du côlon. Les lignées filles possèdent un phénotype plus métastatiques que la 

lignée parentale. L'adhésion de ces cellules est inhibée à la fois par l'anticorps anti

sialyl-Lewisa et par l'anticorps anti-E-selectine. Mais cette augmentation de l'expression 

de l'antigène sialyl-Lewisa n'a pu être corrélée à une augmentation de l'activité ST3Gal 

III, seule une activité a1,4 fucosyltransférase paraît augmentée (Yamada et al., 1997). 

Cependant, l'adhésion entre les cellules du côlon HT-29, COLO 205 et les E-selectines, 

par l'intermédiaire des motifs sialyl-Lewis3 et sialyl-Lewisx, augmente par induction par 

le TNF. De plus, le TNF induit une augmentation du taux des ARNm de ST3Gal III et 

des a1,4/a1,3 fucosyltransférases (Majuri et al., 1995). Au niveau de cancer du 

cerveau, l'augmentation de la sialylation en a2,3 est corrélée à une augmentation du 

taux d'ARNm de ST3Gal III (Yamamoto et al., 1997). 

Ainsi, la synthèse du déterminant sialyl-Lewisa serait associée dans les cancers à 

l'augmentation des activités ST3Gal III, ST3Gal I et/ou à l'augmentation des a1,4 

fucosyltransférases. 

4- Sialylation spécifique des gangliosides. 

L'activité CMP-NeuAc : LacCer a2,3-sialyltransférase (EC 2.4.99.9, GM3 

synthase) est déficiente dans les cellules humaines de mélanome TIC3 provoquant des 

métastases dans le poumon, ces cellules accumulent du lactosylceramide par rapport à 

la lignée non métastatique IC8 (Zebda et al., 1995). L'expression de la G03 Synthase 

(EC 2.4.99.8, ST8Sia I) a été analysée dans les mélanomes par Northern blot et par RT

PCR, et est corrélée à l'expression de l'activité enzymatique et des gangliosides 

correspondants (Yamashiro et al., 1995). 

Ainsi, l'expression des sialyltransférases intervenant dans la synthèse des 

gangliosides semblent également déréglées dans les cancers. 
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D- Conclusion 

Les activités sialyltransférasiques semblent donc subir des variations au cours du 

processus de cancérisation, en relation avec les modifications de glycosylation à la 

surface cellulaire. Les causes de ces variations observées depuis de nombreuses années, 

commencent seulement à être éclaircies par la précision de la ou des sialyltransférases 

particulières impliquées dans ces mécanismes. En effet, les dosages d'activités ne 

permettent pas de différencier les sialyltransférases agissant sur les mêmes substrats. 

Aujourd'hui, l'obtention des ADNe de nombreuses sialyltransférases permet de définir 

clairement les enzymes exprimées dans un tissus ou dans une cellule. Les études de 

l'expression transcriptionnelle des sialyltransférases dans les cancers n'ont en fait débuté 

que depuis quelques années et nous avons voulu apporter notre contribution à ces 

travaux, en étudiant les sialyltransférases exprimées dans les cancers épithéliaux et 

notamment dans le cancer du sein. 
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1- LES SIAL YL TRANSFERASES DANS LE CANCER DU SEIN. 

Le cancer du sein représente la première cause de mortalité chez la femme. En 

1994, les cancers du sein ont provoqué 10 910 décès (dont 120 hommes) en France. 

Ramené à l'ensemble de la population, ce chiffre reste inférieur aux décès provoqués 

par les cancers du poumon et les cancers colorectaux, mais est cependant supérieur à 

ceux des décès provoqués par les autres types de cancers (Tableau VIII, page 70). 

Tableau VID: Nombre de décès du aux douze principaux type de cancer, en 1994, 
en France. (Statistiques INSERM sur les causes de décès en France) 

Type de cancer 

Cancer de la prostate 

Cancer du sein 

Cancer du poumon 

Cancer colorectal 

Cancer de la vessie 

Lymphomes non Hodgkiniens 

Cancer de l'utérus 

Mélanome 

Cancer du rein 

Leucémie 

Cancer de l'ovaire 

Cancer du pancréas 

Nombre de décès en France en 1994 

9270 

10 910 (dont 120 hommes) 

23 115 (dont 19 784 hommes) 

16 020 (dont 8 280 hommes) 

4 340 (dont 3 296 hommes) 

6 026 (dont 3 054 hommes) 

3 083 

1 523 (dont 782 hommes) 

3 303 (dont 2 077 hommes) 

4 683 (dont 2 541 hommes) 

3 212 

6 280 (dont 3 343) 

La mortalité liée aux cancers du sein a progressé de 15,3 %entre 1983 et 1993, 

bien qu'une chute de plus de 5% se soit produite entre 1989 et 1993. 

Le risque d'apparition du cancer du sein est augmenté en cas d'antécédent 

tàmilial. Un premier gène dont l'altération est à l'origine d'une prédisposition à ce 

cancer : BRCAl (Breast Cancer 1) a été localisé, sur le chromosome 17 (Tableau IX, 

page 71) (Stoppa-Lyonnet et al., 1997). Un autre gène de susceptibilité, BRCA2 a été 

localisé sur le chromosome 13. Les fonctions de ses protéines sont encore mal connues. 
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Tableau IX: Risque cumulé (0-75 ans) d'apparition de cancer du sein en fonction 
de la présence de mutation du gène BRCAl. 

Absence de mutation du 
gène BRCAl 

Incidence cumulée (0-75 ans) 7-10% 
de cancer du sein 

Présence de mutation du 
gèneBRCAl 

80-90% 

A l'heure actuelle, la meilleure stratégie pour limiter le risque d'apparition des 

tumeurs du sein est la prévention. Plus de 80 % des cancers traités au stade où la taille 

de la tumeur est inférieure à 2 cm, peuvent prétendre à la guérison. 

L'autopalpation et la mammographie permettent de détecter des tumeurs assez 

petites. Mais, dans le meilleur des cas, le diagnostic reste relativement tardif Il est rare 

de diagnostiquer des tumeurs de moins d'un centimètre, et dans 30 % des cas, le cancer 

est agressif dès le diagnostic, avec des métastases ganglionnaires. 

MUC 1, une sialomucine membranaire épithéliale, est re larguée des cellules et 

apparaît dans le sérum des patientes atteintes de cancer du sein. Cette mucine 

circulante, connue sous le terme d'antigène CA 15-3, est détectée par une méthode 

immuno-radiométrique qui combine deux anticorps monoclonaux (115D8 et DF3). Un 

grand nombre de patientes atteintes à des stades avancés de cancers du sein, ont un taux 

élevé de MUC 1 circulante. Au moment de la découverte de la première métastase, le 

CA 15-3 est retrouvé à un taux élevé dans 80 % des cas et des taux supérieurs à quatre 

fois au seuil de normalité sont presque exclusivement associés à des métastases. Cette 

méthode n'est cependant pas adaptée à la détection précoce des cancers du sein (Hayes 

et al., 1992). 

En plus de ce marqueur biologique glycoprotéinique, de nombreux changements 

de glycosylation sont associés aux cancers du sein. Ainsi, l'épitope Tn détecté grâce à la 

lectine HPA, les antigènes Sialyl-Tn et Sialyl-Lex sont des marqueurs pronostiques de 

l'agressivité des cancers du sein (Généralités, Chap. I-B-1, page 16). Les augmentations 

d'antigènes sialylés seraient associées à des variations d'activités sialyltransférasiques. 

Ainsi dans les tumeurs du sein, les activités sialyltransférasiques sont, en général, 

augmentées par rapport aux tissus adjacents normaux (Généralités, Chap. II-C, page 

63). Cependant, très peu de travaux ont été effectués sur l'expression des 

Sialyltransférases dans les cancers du sein, et la majorité de ces études reste très 

fragmentaire. Seule, une étude publiée en 1995 par Brockhausen et al. montre une 
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augmentation importante de l'activité Galf31-3GalNAc a2,3-sialyltransférase dans les 

cellules MCF-7 par rapport aux cellules épithéliales mammaires normales 

immortalisées MTSVl-7, se traduisant par une augmentation de la sialylation de MUC 

1. 

Le peu d'infonnation concernant les activités sialyltransférasiques dans les 

cancers du sein, et les progrès considérables effectués au cours des années 1994-95 dans 

le domaine du clonage des ADNe des sialyltransférases humaines (7 sialyltransférases 

humaines étaient clonées au début de ce travail (Tableau X, page 72), alors qu'une seule 

l'était en 1993), nous ont conduit à nous intéresser aux modifications de l'expression de 

ces enzymes sur différents modèles cellulaires mammaires, les cellules HBLIOO, 

MCF7/6, MCF7/AZ et MDA-MB-231. Pour cela, nous avons utilisé tout d'abord des 

techniques classiques : étude de la sialylation à l'aide de lectines spécifiques et dosages 

des activités enzymatiques. 

Tableau X: Sialyltransférases humaines dont l'ADNe était cloné en 1995. 

Nom N°EC Accepteur ( s) ongme, N° d'accès à 
systématique tissulaire GenBank 

ST6Gal I 2.4.99.1 Galf31-4GlcNAc placenta Xl7247 

ST3Gal I 2.4.99.4 Galf31-3GalNAc placenta L29555 

ST3Gal III 2.4.99.6 Galf31-3( 4 )GleNAc placenta L23768 

ST3Gal IV 2.4.99.- Galf31-4GlcNAc et Galf31-3GalNAc placenta L23767; X74570 

ST8Sia I 2.4.99.8 NeuAca2-3Galf31-4G1c-Cer cellules de X77922; D26360; 
mélanome L32867;L43494 

ST8Sia II 2.4.99.- (NeuAca2-8)nNeuAca2-3-N-Glycans placenta L29556 

ST8Sia IV 2.4.99.- (NeuAca2-8)nNeuAca2-3-N-Glycans cerveau L41680 
d'embryon 

·~· ··~ ~·>··-.. ~, .. ,., ... 

A- Les modèles cellulaires 

Dans un premier temps, nous avons choisi quatre lignées cellulaires épithéliales 

mammaires, se différenciant par leurs caractères tumoral et métastatique, de manière à 
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tenter de corréler ces caractéristiques à une différence d'expression de sialyltransférases: 

• HBL-1 00 : Il s'agit de ce1lules épithéliales mammaires humaines immortalisées par 

intégration du génome du virus SV40, isolées par Gaffney et ses collaborateurs à 

partir du lait de femme (Gaffney et al., 1979). 

• MCF-7/AZ : C'est une lignée épithéliale mammaire isolée d'une effusion pleurale 

(Soule et al., 1973). Cette lignée a conservé quelques caractéristiques d'épithélium 

mammaire différencié telle que la réponse à 1 'oestradiol via des récepteurs aux 

oestrogènes. 

• MCF-7/6 : Ce sont des cellules dérivant des MCF-7/AZ par traitement d'un agent 

anti-mycoplasmique. Contrairement aux précédentes, ces cellules sont invasives 

(Bracke et al., 1991) et le traitement par une sialidase abolit l'agrégation de ces 

cellules par la E-cadherine (Deman et al., 1995). 

• MDA-MB-231 : C'est une lignée cellulaire établie à partir d'une effusion pleurale 

d'adénocarcinome de sein (Cailleau et al., 1974). Cette lignée se caractérise par une 

absence de récepteurs aux oestrogènes. Les cellules MDA-MB-231 sont 

métastatiques et tumorigènes dans les souris BALB/c immunodéprimées. 

B-Les capacités d'agrégation des cellules 

Nous avons utilisé une approche cellulaire in vitro de manière à confirmer les 

caractéristiques invasives de ces cellules mammaires, au travers d'une collaboration 

avec le Pr. MAREEL et le Pr. BRUYNEEL (Laboratory of Experimental Cancerology, 

University Hospital, Gand, Belgique). Nous avons déterminé les capacités d'agrégation 

des cellules en suspension par la méthode de Kadmon et al. (1990) modifiée. Les 

propriétés d'agrégation des cellules sont inversement reliées à la capacité de celles-ci à 

s'échapper et à former des métastases in vivo (Van Roy & Mareel, 1992; Maree! et al, 

1993). 

Au temps 0, les cellules ont été individualisées (Figure 18, page 74). Le diamètre 

moyen des particules est calculé en Jlm (Tableau XI, page 75). Après 30 min, les 
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Figure 18: Analyse de l'agrégation des ceJlules HBLIOO (A), MCF7/AZ (B), MCF7/6 
(C), MDA-MB-231 (D) au temps zéro (courbe en bleu), et au temps 30 min (courbe en 
rouge). En abscisse est indiqué le diamètre moyen des particules, en ordonnée le 
volume (en %) occupé par ces particules. 
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contacts intercellulaires ont pu s'effectuer et le diamètre moyen des particules formées 

est le reflet de la force de l'agrégation cellulaire. 

Tableau XI : Comparaison du diamètre moyen des particules avant et après 
formation d'agrégats. 

lignée cellulaire Diamètre moyen des particules Diamètre moyen des agrégats 
au temps 0 (f.lm) formées après 30 min (IJ.m) 

HBLlOO 17,30 1175 

MCF7/AZ 30 1117 

MCF7/6 32 402,5. 

MDA-MB-213 18,3 19,1 

La comparaison du diamètre moyen des agrégats (Tableau XI, page 75) fonnés 

par les différentes lignées cellulaires permet d'observer une capacité d'agrégation 

différente de ces cellules. Les cellules HBL100 et MCF7/AZ ont un diamètre moyen des 

agrégats formés élevé, tandis que celui des cellules MCF7/6 est plus faible. Ceci traduit 

une agrégation de moins en moins importante. Enfin, les cellules MDA-MB-231 ont un 

diamètre moyen non modifié au cours du temps, elles ne sont donc pas capables de 

s'agréger. Comme une agrégation faible se traduit par un potentiel fortement 

métastatique de la cellule, on peut dire que les cellules HBLIOO et MCF7/AZ ne sont 

pas invasives, alors que les cellules MDA-MB-231 sont plus fortement invasives que les 

cellules MCF7/6. Les données de la littérature sont donc confirmées par ces résultats. 

C- Analyse des glycoconjugués à l'aide de lectines dans les lignées 
cellulaires du cancer du sein. 

Dans un premter temps, nous avons tenté de caractériser d'éventuelles 

différences de glycosylation, et en particulier de sialylation, des glycoprotéines 

exprimées par ces quatre lignées cellulaires à l'aide de lectines. 

L'analyse de la sialylation des glycoprotéines des homogénats cellulaires des 

différentes lignées mammaires, HBLIOO, MCF7/AZ, MCF7/6 et MDA-MB-231, a été 

réalisée, après séparation sur gel de polyacrylarnide en présence de SDS, en milieu 
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réducteur, et électro-transfert sur membrane de nitrocellulose. La révélation des 

glycoprotéines sialylées a été effectuée par fixation de la lectine marquée à la 

digoxygénine. La spécificité de ces lectines est indiquée dans le tableau XII (page 76). 

Tableau XII : Spécificité des lectines utilisées dans cette étude. 

Lectine Structure reconnue ongme Référence 
bibliograEhigue 

SNA Neu5Aca2-6Gal/GalNAc Sambucus nigra Shibuya et al., 1987 

MAA Neu5Aca2-3Gal Maackia amurensis Wang et al., 1988 

PNA Galf31-3GalNAcal-0-Ser/Thr Arachis Hypogaea Lotan at al., 1975 

Quelque soit la lignée ce11ulaire, il n'y a pas de fixation de la lectine PNA, 

témoignant de l'absence d'antigène T non sialylé, alors que l'asialofétuine porteuse de ce 

motif, fixe la lectine PNA (Figure 19, page 77). Après action de la sialidase de 

c!ostridium perfringens, plusieurs glycoprotéines des quatre lignées cellulaires fixent la 

lectine PNA montrant le démasquage de l'antigène T. L'antigène T sialylé est fortement 

exprimé dans les cellules MDA-MB-231 et plus faiblement dans les cellules HBL100 et 

MCF7. Nous pouvons noter une présence légèrement supérieure de ce motif dans les 

lignées MCF7/6 par rapport aux cellules MCF7/AZ. 

La révélation par la MAA suit le même profil et témoigne de la présence de 

l'antigène T sialylé. 

La révélation par la SNA est plus intense pour les cellules HBL 100 et MCF7 /6 

que pour les cellules MCF7/AZ et MDA-MB-231. I1 semble donc y avoir plus de 

glycoprotéines sialylées en a2,6 dans les cellules HBLIOO et MCF7/6 que dans les 

cellules MCF7/AZ et MDA-MB-231. II existe donc bien des variations de la sialylation 

des glycoprotéines de ces différentes lignées cellulaires mammaires. 

Ces résultats ne sont pas tout à fait en accord avec ceux décrivant la 

glycosylation de ces cellules. Deux études de Schumacher et al. (1995), et de Mitchell 

et al. (1995) avaient montré que les cellules HBL100 fixent moins la lectine HPA 

(Heli.;r Pomatia Agglutinine) que les cellules MCF7. II semblerait donc que les cellules 

HBL100 possédent moins de structures Tn que les cellules MCF7. D'autre part, la MAA 

se fixe plus sur les cellules MCF7 que sur les cellules HBL 100, tandis que la SNA se 

fixe moins sur les cellules MCF7 (Schumacher et al., 1996). Ceci semble indiquer que 

les cellules MCF7 porteraient plus d'acide sialique lié en a2,3 et les cellules HBL 100 
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Figure 19 : Western-Blots révélés par les lectines marquées à la digoxigénine des 
glycoprotéines des lignées cellulaires mammaires. 
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seraient plus sialylées en a2,6. Enfin, les cellules MCF7 semblent exprimer un taux 

plus élevé d'antigène T que les cellules HBLlOO. Dans notre cas, la lectine MAA, 

montrant la présence d'acide sialique en a2,3 se fixe plus sur les cellules HBL 100 que 

sur les ce1lules MCF7, ce qui est en opposition avec les résultats de Schumacher et al., 

(1996). Par contre les résultats obtenus avec la SNA, montrant la présence d'acide 

sialique en a2,6 semblent plus concordants, en particulier pour les cellules MCF7/AZ 

qui fixent moins la SNA que les cellules HBLlOO. Ces différences de profil peuvent 

s'expliquer par le fait que l'étude de Schumacher et al. (1996), a été effectuée sur des 

cellules entières en utilisant des lectines fluorescentes, alors qu'ici on observe la 

fixation sur les glycoprotéines de la cellule. 

D- Mesure des activités sialyltransférasiques. 

Dans un second temps, nous avons voulu savoir si ces différences de sialylation 

observées au niveau des lignées cellulaires mammaires étaient liées à des variations 

d'activités des sialyltransférases. Pour cela, nous avons mesuré les activités 

sialyltransférasiques à partir des différents homogénats cellulaires en utilisant les 

substrats détaillés dans le tableau XIII (page 78), les cellules étant récoltées juste avant 

la confluence. 

Tableau XIII : Activité de transfert d'acide sialique sur différents accepteurs 
glycoprotéiniques et oligosaccharidiques. ASFet, asialofétuine; ASOR, asialo
orosomucoïde 

Activité (nmoVmg de protéines.h) 

Accepteur HBLlOO MCF7/AZ MCF7/6 MDA-MB-231 

ASFet <0,01 0,24 0,20 0,28 

ASOR 0,05 0,06 0,13 0,07 

GalJ3l-3GalNAc-Benzyl 0,34 1,57 1,12 1,14 

GalJ31-4GlcNAc 0,02 0,05 0,08 <0,01 

Fetuine <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 

78 



L'asialofétuine (ASFet) contient trois N-glycannes tri-antennés et trois 0-

glycannes de structure Galf31-3GalNAca-Ser/Thr, et peut être utilisée comme accepteur 

par les différentes sialyltransférases actives sur les N- et 0-glycannes. Les premiers 

résultats obtenus montrent 1 'existence de variations importantes des activités 

sialyltransfërasiques dans les différentes lignées cellulaires étudiées. En effet, les 

lignées cancéreuses montrent toutes une augmentation de ces activités comparées aux 

cellules HBLIOO, lignée épithéliale mammaire immortalisée. 

L'asialo-orosomucoïde (ASOR) ne possède que des structures N

acétyllactosaminiques tri- et tetra-antennées, et est préférentiellement le substrat de 

l'activité ST6Ga1 I, les activités ST3Gal III et ST3Gal IV pouvant agir, mais à un 

moindre degré. Le transfert sur ce substrat est augmenté d'un facteur 2,6 dans les 

cellules MCF7/6 par rapport aux cellules HBLIOO, alors qu'il reste pratiquement 

identique dans les cellules MCF7/AZ et MDA-MB-231. 

Le transfert d'acide sialique en a2,3 sur le substrat Galf31-3Ga1NAc-benzyl est 

augmenté de 3,3 à 4,6 fois dans les différentes lignées cancéreuses par rapport aux 

cellules HBLIOO. Cette augmentation dans les lignées cancéreuses est en accord avec 

les résultats déjà publiés en 1995 par Brock:hausen et al. C'est, en outre, l'activité de 

transfert d'acide sialique la plus exprimée par ces lignées cellulaires, par rapport aux 

autres activités que nous avons pu doser. 

La N-acétyllactosamine [Galf31-4GlcNAc] permet de mesurer les activités de 

ST6Gal I et de ST3Gal IV, la ST3Gal III étant peu active sur ce type de substrat. Les 

faibles transferts obtenus n'ont pas permis la séparation des deux isomères de sialylation 

en a2,6 et en a2,3. Néanmoins, la somme de ces activités semble augmentée dans les 

cellules MCF7, par rapport aux cellules HBLIOO. C'est en particulier le cas de la lignée 

MCF7 /6 qui présente le taux de transfert le plus élevé, ce qui confirme les résultats 

obtenus avec l'ASOR. 

La fétuine non désialylée permet de mesurer le transfert d'acide sialique en a2,6 

sur la GalNAc du point d'attache des 0-glycannes, c'est-à-dire les activités ST6GalNAc 

I, II, et III. Il semble que ces activités ne soient pas ou très faiblement exprimées dans 

ces cellules, car aucun transfert n'a pu être détecté dans nos conditions d'incubation. 

Nous avons également testé d'autres substrats oligosaccharidiques tel que le 
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Lacto-N-tétraose [Galj31-3GlcNAcj31-3Galf31-4Glc], substrat accepteur de ST3Gal III 

mais sans succès, aucun transfert significatif n'ayant pu être mesuré. 

Les activités sialyltransférasiques exprimées par ces cellules sont très tàibles et, 

il est parfois difficile de les détecter. Ainsi, l'activité ST6GalNAc I responsable de la 

formation du déterminant Sialyl-Tn, marqueur pronostique des cancers du sein, ainsi 

que l'activité ST3Gal III, ne sont pas détectables dans nos conditions. Cette absence 

d'activité de certaines sialyltransférases pourrait être due à des conditions 

expérimentales inadaptées pour ces différents types cellulaires, ou à des activités trop 

faibles pour une mesure in vitro. De plus, la corrélation entre les activités 

sialyltransférasiques et la détection des déterminants sialylés à l'aide de lectines n'est 

pas aisée. Ce problème est lié d'une part à la "tàible" spécificité de certaines lectines. La 

SNA reconnaît l'acide sialique lié en a2,6 sur le Gal, résultat de l'action de ST6Gal I, 

mais aussi l'acide sialique lié en a2,6 sur la GalNAc pouvant résulter de l'action de trois 

autres sialyltransférases : ST6GalNAc I, ST6GalNAc II, ST6GalNAc III. De même, la 

lectine MAA reconnaît l'acide sialique lié en a2,3 sur du Gal, sans spécificité vis-à-vis 

du disaccharide accepteur: type 1, Galf31-3GlcNAc, type 2, Galf31-4GlcNAc ou type 3, 

Galj31-3GalNAc, alors que cette sialylation résulte de l'action de sialyltransférases 

différentes. Toutefois, la spécificité large des lectines ne permet pas toujours 

d'expliquer les différences entre les activités sialyltransférasiques et la sialylation 

observée au niveau des lignées cellulaires. Les cellules MCF7 1 AZ présentent l'activité 

de transfert d'acide sialique la plus élevée sur ASFet mais les glycoprotéines de cette 

lignée ne sont que faiblement reconnues par la SNA et la MAA. Cependant, il faut 

garder à l'esprit que le résultat d'une activité mesurée in vitro, peut être différent de son 

action in vivo. D'autre part, d'autres facteurs peuvent intervenir tels que le nombre de 

substrats accepteurs présents dans la cellule, l'effet d'inhibiteurs ou d'activateurs 

potentiels, la concentration en sucre donneur (CMP-NeuAc) présent dans un type 

cellulaire donné, la co-localisation enzyme-substrat nécessaire pour une action 

enzymatique, etc ... La mesure in vitro d'une activité est donc parfois difficile à corréler 

à une observation de sialylation in vivo. 

A la vue des problèmes rencontrés lors de la détermination des activités 

sialyltransférasiques et de la tàible spécificité des lectines reconnaissant les structures 

sialylées, et compte tenu de l'impossibilité d'associer spécifiquement la présence d'un 
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motif sialylé à l'action d'une sialyltransférase sur la base de la mesure des activités 

enzymatiques, nous nous sommes orientés vers la détermination du taux d'expression 

transcriptionnelle de chaque sialyltransférase. Pour cela, plutôt que d'utiliser la 

technique classique de Northern-Blot, nous avons choisi de mettre au point une 

méthode de multiplex RT-PCR permettant de visualiser simultanément l'expression de 

quatre sialyltransférases. En effet, l'ensemble des ADNe des sialyltransférases humaines 

n'était pas à notre disposition, et d'autre part la technique de Northern-Blot ne permet 

pas de détecter de faibles quantité d'ARNm. Compte tenu des faibles activités 

sialyltransférasiques mesurées dans les homogénats des cellules mammaires humaines, 

il était vraisemblable que les taux d'ARNm de ces enzymes soient également très 

faibles. La RT-PCR permet la détection de faibles taux d'ARNm, rapidement et sur de 

faibles quantités de matériels biologiques. Ces différentes raisons nous ont amené à 

mettre au point une technique de détection de 1' expression des ARNm des 

sialyltransférases humaines basée sur la multiplex RT-PCR, en vue de l'appliquer par la 

suite à des biopsies de patientes atteintes de cancer du sein. 
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II- Mise au point d'une technique de Multiplex RT -PCR des 

sialyltransférases humaines. 

A- Choix des conditions d'amplification. 

Nous avons choisi de concentrer nos efforts sur quatre sialyltransférases 

intervenant dans la biosynthèse des glycoprotéines : 

• la f3-galactoside a2,6-sialyltransférase (ST6Gal I) qui transfère un résidu d'acide 

sialique en position terminale du motif Galf31-4GlcNAcf3-R, 

• la f3-galactoside a2,3-sialyltransférase (ST3Gal ill) qui transfère un résidu d'acide 

sialique en position terminale du motif Galf31-3( 4)GlcNAcf3-R et qui est 

vraisemblablement impliquée dans la biosynthèse de l'antigène sialyl-Lea, 

• la Galf31-3GalNAc a2,3-sialyltransférase (ST3Gal I) responsable de la sialylation 

des 0-glycoprotéines, 

• l' a2,3-sialyltransférase du placenta humain (ST3Gal IV) qui reconnaît 

principalement les structures Galf31-4GlcNAc-R des N-glycoprotéines et qui semble 

intervenir dans la synthèse de 1' antigène sialyl Lex. 

La première étape de ce travail a été de rechercher des couples d' oligonucléotides 

pouvant servir d'amorce pour la PCR, dans la région 3' de la partie codante de ces 

quatre sialyltransférases. Chaque couple d'amorces a été défini en dehors des zones 

d'homologies entre les sialyltransférases. Les différentes sialyltransférases présentent 

peu d'homologies de séquences (Figure 20, page 83) à l'exception des deux sites 

consensus appelés Sialylmotifs L et S (Généralités, chap. il, page 38). Ces 

oligonucléotides ont été choisis de manière à ce qu'ils s'apparient sur des exons 

distincts, pour éviter l'amplification de fragments à partir de l'ADN génomique. 

D'autre part, tous les oligonucléotides ont été soigneusement sélectionnés en fonction 

de leur température d'hybridation, et de leur incapacité à s'hybrider ensemble, de façon 

à éviter tout mésappariement et à pouvoir les utiliser dans la même réaction et dans les 

mêmes conditions expérimentales. Les fragments amplifiés ont été choisis de taille 
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Figure 20 : Dendrogramme reliant les 8 sialyltransférases humaines clonées. 
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différente afin de pouvmr les différencier sans ambiguïté après séparation 

électrophorétique. 

La deuxième étape a consisté à mettre au point les conditions d'amplification 

(nombre de cycles, température de dénaturation, d'hybridation et d'amplification) 

permettant de détecter spécifiquement chacune des sialyltransférases tout en restant en 

deçà de la saturation. 

Enfin, la sélection appliquée lors du choix des couples d'oligonucléotides nous a 

permis de mettre au point la co-amplification des fragments spécifiques de ces quatre 

sialyltransférases de manière à obtenir, en une seule réaction, le profil d'expression de 

ces enzymes, permettant ainsi d'éviter les erreurs inhérentes à la PCR. 

Cette technique de Multiplex RT-PCR a été utilisée pour amplifier et détecter 

l'expression des sialyltransférases dans les cellules épithéliales mammaires décrites 

précédemment (Recchi et al., 1998). 

B- Publication : Multiplex RT-PCR method for the analysis of the 

expression of human sialyltransferases : application to breast cancer ceiJs. 
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Glycoconjugate Jou mal (1998) 15: 19-27 

Multiplex RT-PCR method for the analysis of the 
expression of human sialyltransferases: application to 
breast cancer cells 

Marie-Ange Recchi, Anne Harduin-Lepers, Yolande Boilly-Marer, André Verbert and Philippe Delannoy* 

Laboratoire de Chimie Biologique, Unité Mixte de Recherche du C.N.R.S. no. 111, Université des Sciences et Technologies de Lille, 
F-59655 Villeneuve d'Ascq, France 

ln many cases of human cancer, the appearance of hypersialylated glycan structures is related ta a precise stage of the 
disease; this may depend on altered regulation of one or more sialyltransferases genes. Since severa! distinct sialyltran
sferase enzymes arising from different unique genes transfer sialic acid residues in the same linkage onto the same 
accepter, it is impossible ta precisely determine which enzyme is involved in the observed phenotype based on enzymatic 
assays. We have developed a very sensitive and highly reproducible multiplex reverse transcriptase-polymerase chain 
reaction technique in arder ta monitor the expression of four hu man sialyltransferases genes ST6Ga/l, ST3Gall, ST3Ga/lll 
and ST3Ga/IV in small cel! samples. Multiplex PCR amplification using specifie primers for each sialyltransferase and 
detection of amplification products by polyacrylamide gel electrophoresis is a method that is fast and easy ta handle and 
has proven ta be useful for establishing sialyltransferase patterns of expression in breast immortalized cel! li ne HBL 100 as 
weil as in breast cancer celllines MCF-7/6, MCF-7/AZ and MDA. 

Keywords: sialyltransferases, breast cancer cells, multiplex RT-PCR, glycosyltransferases 

Abbreviations: bp, base pair; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; kb, kilobase; PNA, Peanut (Arachis 
hypogaea) agglutinin; RT-PCR, reverse transcription-polymerase chain reaction; TBE, Tris base 0.13 M, borie acid 45 mM; 
N~EDT A 2.55 mM, pH 8.8 buffer; Tm, melting temperature 

Enzymes: the nomenclature of sialyltransferases is based on that of Tsuji et al. (36]: ST3Gal 1: CMP-NeuAc, Ga1,81-
3GaiNAc a2,3-sialyltransferase, EC 2.4.99.4; ST3Gallll: CMP-NeuAc, Gai,81-3/4GicNAc a2,3-sialyltransferase, EC 2.4.99.6; 
ST3GaiiV: CMP-NeuAc, Gai,81-4GicNAc or GaiP1-3GaiNAc a2,3-sialyltransferase, EC 2.4.99.-; ST6Gall: CMP-NeuAc, Gai,81-
4GicNAc a2,6-sialyltransferase, EC 2.4.99.1. 

Introduction 

lt is now weil established that ce!l surface glycoconjugates 
play essential raies in maintaining the function as weil as the 
structure of the living ce!ls. The glycan moiety of glycocon
jugates is characteristic of a cell type, and one of the most 
important findings in the past decade is that the oligosac
charide sequences are strictly controlled during develop
mcnt and differentiation of cells [1-5]. Severa! examples 
have shawn that these changes in glycan structures result 
from a fine control of glycosyltransferase expression [6-8]. 
In pathological states such as cell transformation, the mis
regulation of glycosyltransferase expression leads to aber
rant glycosylated cell surface glycoconjugates [9, 10], and 

• Ta whom correspondance should be addressed. Tel: (33).320.43.69.23; 
Fax: (33).320.43.65.55; E-mail: delannoy@pop.univ-lille1.fr. 

O:!ll!-0080 J) 1998 Chapman & Hall 

the higher amount of sialic acids as weil as sialylti:ansferase 
expression have been associated for a long time with the 
tumourigenicity and the metastatic potential of tumour cells 
[11-13]. 

Sialic acids are a family of sugars found at the non
reducing terminal position of glycan chains of glycoproteins 
and glycolipids [14]. Because of this terminal position, 
sialylated oligosaccharide sequences of mammalian cell sur
face glycoconjugates are involved in many biological pro
cesses including cell-cell recognition. The selectin family is 
the best documented example of cell adhesion molecules at 
the ce!l-surface that are able to recognize sialylated ligands 
such as sialyl-Lewis' (SLe', NeuAccc2-3Gal,B1-4[Fuccd-3] 
GlcNAc,B1-R), and that mediate the adhesion of leukocytes 
[15-17]. Aberrant expression of Lewis type antigens has 
been reported for many cancers including those of lung, 
colon, stomach and kidney [10]. In particular, carcinoma 
and leukemia cells are enriched in SLe' structures [10, 18]. 
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Table 1. Human sialyltransferases eDNA cloned. 

Systemic nam~ ECno. Acceptor{s) Origin GenBank accession no. Reference{s) 

ST6Gall 2.4.99.1 Galj31-4GicNAc placenta X17247 26 
ST3Gall 2.4.99.4 Galj31-3GaiNAc placenta L29555 27 
ST3Gallll 2.4.99.6 Galj31-3(4)GicNAc placenta L23768 28 
ST3Gai1V 2.4.99.- Galj31-4GicNAc and Galj31-3GaiNAc .placenta L23767; X74570 29-30 
ST8Sia 1 2.4.99.8 NeuAca2-3Galj31-4Gic-Cer melanoma cells X77922; 026360; 

L32867;L43494 31-34 
ST8Sia Il 2.4.99.- (NeuAca2-8)n NeuAca2-3-MGiycans placenta L29556 27 
ST8Sia IV 2.4.99.- (Net.iAca2-8)nNeuAca2-3-MGiycans embryonic brain L41680 35 

•The abbreviations for sialyltransferases used in this paper are according to the new systematic nomenclature proposed by Tsuji et al. [36]. 

Carcinoma cells are also enriched in sialyl-Lewis" structures 
(SLe•, NeuAccx2-3Gal,B1-3[Fuccx1-4]GlcNAc,Bl-R) [19, 20] 
which is also a ligand for E-selectin [21, 22]. It is, thus, an 
attractive hypothesis that tumour cells would use the same 
selectin-carbohydrate interaction to adhere to endothelial 
cells during metastasis [23]. 

The biosynthesis of the sialylated oligosaccharide 
sequences is catalysed by a family of enzymes named sialyl
transferases which use CMP-sialic acid as the activated 
sugar donor. More than fifteen different sialyltransferases 
acting on glycoproteins and/or glycolipids have been char
acterized to date, thirteen of them have been cloned from 
mammalian and a vian sources [24, 25] and seven have been 
cloned from human tissues or cells (Table 1). 

Changes in sialylated structures at the cell surface have 
been observed during development, differentiation or dis
ease processes. These changes depend on altered regulation 
of the expression of one or more of the sialyltransferase 
genes, although other mechanisms such as competition be
tween different enzymes acting on the same accepter sub
strate, different enzyme localization in the Golgi apparatus, 
variations in the concentration of activated sugar donor can
not be excluded. As an example, maturation of thymocytes 
has been correlated to an increase of the Gal,Bl-3GalNAc 
a:2,3-sialyltransferase (ST3Gal It; EC 2.4.99.4) transcript 
enhancing sialylation of the T-antigen (Gal,B1-3GalNAca:1-
0-Ser) and leading to a change from PNA + to PNA- pheno
type in medullar thymocytes [37]. Human colon cancer 
cells have been shawn to express higher levels of Gal,B1- , 
4GlcNAc cx2,6-sialyltransferase (ST6Gal I; EC 2.4.99.1) 
when compared to normal mucosa [38] which results in a 
higher leve! of sialylated N-glycan structures at the surface 
of neoplastic mucosa [39]. Finally, fibroblasts transfected 
with an activated ras oncogene result in the enhancement of 
ST6Gal I enzymatic activity due to higher leve! of ST6Gal I 

:The abbrevlations for sialyltransferases used in this paper are accord
ing to the new systematic nomenclature proposed by Tsuji et al. [36]. 

mRNA [40], and in an increased invasive potential of the 
cells [41]. 

Changes of the glycosylation of 0-linked oligosaccharidic 
chains also occurred in cancer cells in which a higher pro
portion of short truncated highly sialylated glycans are 
observed. Sialyl-Tn antigen (NeuAccx2-6GalNAccx1-0-Ser) 
which is almost absent from normal çells, is up regulated in 
tumours and may be considered as a good marker for 
tumourigenicity [9, 42]. On the other hand, the polymor
phie epithelial mucin MUC1, expressed in various breast 
cancer cells, was shown to be aberrantly glycosylated [43] 
leading to several abnormally sialylated 0-glycoforms [44]. 
These alterations are due to a several-fold increase of the 
enzymatic transfer activity of sialic acid residues on to 
Gal,B1-3GalNAc-R acceptor substrates in breast cancer 
cells [43]. This sialyltransferase activity may encompass the 
enzymatic activities of at !east three different enzymes: 
ST3Gal I, ST3Gal II and ST3Gal IV that are encoded by 
different genes located on separate chromosomes [45]. 
Thus, these enzymatic activities cannot be distinguished in 
in vitro assays. Northern blot of mRNAs isolated from 
different breast cancer cell !ines hybridized with a bovine 
ST3Gal I eDNA probe, but the relative levels of expression 
of ST3Gal I mRNA âid not.parallel the increased activities 
observed previously [ 43]. 

Human cancer related oligosaccharide structural changes 
are quite weil documented [9] but there is still little in
formation available concerning the regulated expression of. 
sialyltransferase activities in human breast cancer cells. 
These studies are greatly hindered due to the fact that 
sialyltransferase proteins are weakly expressed and may 
have identical transfer activity towards the same acceptor 
[45]. 

In this paper, we report for the first time the use of a fast 
and sensitive multiplex RT-PCR technique in order to 
monitor the expression of four cloned human sialyltrans
ferases: ST6Gal I, ST3Gal I, ST3Gal III, ST3Gal IV 
(Table 1) in the human breast celllines: HBL-100, MCF-
7/AZ, MCF-7/6 and MDA-MB-231. 
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Materials and methods 
Materials 

Ail reagents were of analytical or molecular biology grade. 
dATP-[alpha35S] (37 TBqmmol- 1) was purchased from 
ICN (USA). First-Strand eDNA Synthesis kit was from 
Pharmacia Bio tech (USA), TA Cloning™ kit was obtained 
from Invitrogen (USA) and Sequenase™ Version 2.0 DNA 
Sequencing kit was from USB (USA). Hi-Taq™ DNA 
polymerase and acrylamide 2X bis-acrylamide (29/1) was 
purchased from Bioprobe (France). 1 kb DNA Ladder, 
culture media, and fetal calf serum were from Gibco-BRL 
(France). Jet Start kit was obtained from Genomed Inc. 
(USA). 

Cell culture and isolation of cellular RNA 

Human breast epithelial cell Iine HBL 100 (ATCC HTB-
124) [46] was a gift from Dr M. Crépin (Paris, France). 
MCF-7/AZ and MCF-7/6 [47] bath derived from the orig
inal MCF-7 breast cancer cells (ATCC HTB-22) [48], and 
MDA-MB-231 cells (ATCC HTB-26) [49] were a generons 
gift of Professer M.M. Maree! (La bora tory of Experimental 
Cancerology, University Hospital, Ghent, Belgium). They 
were grown in Eagle's minimal essential medium Earle's 
Salt supplemented with 10% fetal calf serum, 1% non-essen
tial amino acids, 2 mM glutamine, 5 J.Lg ml- 1 insulin, and 
antibiotics (40 J..Lgml- 1 streptomycin; 40 U ml- 1 penicillin). 
HepG2 cells from Dr B. Laine (Institut Pasteur, Lille, 
France) were from ATCC (HB 8065) and were cultured in 
Dulbecco's modified Eagle's medium supplemented with 
10% fetal calf serum, 1% non-essential amino acids, 2 mM 
glutamine, and antibiotics. Ali cells were grown at 37 oc in 
a humidified atmosphere of 5% C02• 

Total RNA was extracted using the guanidium thiocyan
ate method described by Sambrook et al. [50] and cellular 
RNA was quantitated by spectrophotometry at 260 nm. 

Reverse transcription and polymerase chain reaction 

Five J..Lg of total cellular RNA were heated at 65 oc for 10 
min and placed on ice for 2 min. Reverse transcription into 
eDNA was achieved using the First-Stand eDNA Synthesis 
kit according to the manufacturer protocol with oligo
d(T) as initiation primer in a final reaction volume of 33 ).ll. 
Two ).11 of the retrotranscription reaction were subjected 
to PCR amplification using sialyltransferases or GAPDH 
specifie primers. eDNA sequences for human sialyltrans
ferases and mouse GAPDH were obtained from the 
Genbank™/EMBL Data Bank (Table 1) and used to de
sign primer pairs. The oligonucleotide primers, their combi
nation and amplification product lengths are shown in 
Table 2. Primer pairs have been carefully selected through 
computer analysis using Primer Premier Version 3.1 soft
ware (Biosoft International, Palo Alto, USA). The oligonuc
leotides were synthesized and purified by Eurogentec s.a. 
(Belgium). 
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The 23 ).li PCR mixture consisted of 0.6 U Hi-Taq DNA 
polymerase (or 1 U for multiplex PCR), 10 mM Tris-HCI pH 
8.8, 1.5 mM MgC{z, 50 mM KCI, 0.1% Triton X-100, 0.2 mM 
dNTP and 0.6 Il~' of each primer. Samples were overlaid 
with two drops of mineral ail (Sigma Chem. Corp., St Louis, 
USA). Reactions were run in a PTC-100™ thermal cycler 
(MJ Research, W atertown, USA) using the following condi
tions: 1 min at 94 oc, 1 min at 58 oc and 1.5 min at 72 oc for 
36 cycles. Thirty PCR cycles were performed for specifie 
GAPDH fragment amplification. In ali experiments, nega
tive control reactions were done in which eDNA templates 
were replaced with sterile water, to check the absence of 
contaminants. 

Ten ).11 aliquots of the PCR reaction were size-separated 
on a 10% polyacrylamide gel equilibrated in TBE. Gels 
were stained with ethidium bromide (1 ).lg ml- 1), photo
graphed using Polaroïd film under UV Iight and analysed 
by computerized densitometric scanning of the image using 
a Hewlett-Packard ScanJet 4c Scanner, Deskcan II software 
and Quantiscan pro gram (Biosoft, USA). Sizes of the gener
ated fragments were estimated according to the migration of 
a 1 kb DNA ladder. Amplification products were subcloned 
using the TA Cloning™ kit, subsequent purification of 
plasmid DNA obtained was performed using Jet Star kit 
and sequenced using the Sequenase Version 2.0 DNA Se
quencing kit and dATP-[alpha35S]. 

Results and discussion 

The methodological aim of this work was to determine the 
RT-PCR conditions to monitor the differentiai expression 
of sialyltransferase genes simultaneously, in one tube reac
tion in a small sample of a given cell type. eDNA templates 
were generated by reverse-transcription of total RNA har
vested from various human cell !ines. 

Primer selection 

The first point was to determine a specifie primer pair for 
each sialyltransferase and we have focused on four cloned 
human sialyltransferase cDNAs ST6Gal 1, ST3Gal I, 
ST3Gal III, ST3Gal IV (see Table 1). The primer selection 
was governed by the following considerations: (i) primer 
pairs should allow discrimination between ali sialyltrans
ferases and GAPDH; (ii) they had to be designed such that 
they could be used under identical PCR conditions; and (iii) 
amplified products had to be of varia us lengths in order to 
be distinguishable in multiplex PCR experiments. To fulfil 
these criteria, five sets of 22-mer primer pairs have been 
designed and analysed using the Primer Premier Version 3.1 
software. 

In a first step of selection, the primer GC content was 
se!ected to achieve an elevated mel ting temperature of 69 oc 
and àbove (see Table 2) and their Tm values were very 
close (69-72 'C) to a void differentiai yields of the amplified 
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Table 2. 22-mer oligonucleotide primer pairs used for PCR amplification of sialyltransferases and GAP OH eDNA sequences. 

Target Primers seta GC content Tm .dG PCR product 
eDNA (%) ('C) (Kca/mo/- 1} size (bp) 

ST6Gall 5' ·849 TATCGT AAGCTGCACCCCAA TC-3' 50 69.1 -42.6 371 
3' ·1199GAAGGCCTGGT AAGTGACGA TT-5' 50 69.1 -42.1 

ST3Gall 5' ·361TCAGAGTGGTGCCTGGGAA TGT-3' 55 71.2 -41.9 537 
3' -anCGTTTCCCTTGACCGTGGTGAT-5' 55 71.2 -43.2 

ST3Gal Ill 5' -r52CGGATGGCTTCTGGAAA TCTGT-3' 50 70.3 -42.9 300 
3' ·1031AGTTTCTCAGGACCTGCGTGTT-5' 50 70.2 -41.3 

ST3GaiiV 5' ·322.CCCAAGAACATCCAGAGCCTCA-3' 55 71 -41.3 458 
3' -rs9CT AA TICGTCTTCGGGTGGTGC-5' 55 71 -43.6 

GAP OH 5' ·278TGGAGTCCACTGGCGTCTTCAC-3' 59 70 -41.9 698 
3' -984GTTGTCCCACCACCTGGAGTAC-5' 59 70 -41.9 

• The number on the le ft sida of each sequence indicates the position of the tirs! nucleotide in the coding sequence of each eDNA. 
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Figure 1. Schematic representation of the four sialyltransferases (ST6Gall, ST3Gall, ST3Gallll and ST3GaiiV) mANA showing the open reading 
frame (ORF) and the position of the specifie primer sets (hatching and arrows). The size of PCR products obtained are indicated in bp, above the ORF 
and sialylmotifs L and S are positioned with black lanes. 

products. The internai stability (ô.G) for each primer was 
also chosen in the same range, being Jess than - 41.5 Kea! 
mol- 1• Secondly, primers for which dimerization within 
and between primers was stabilized by more than three 
bo.nds in the 3' end were rejected. We also have discarded 
primers which folded back on themselves to form second
ary structure loops stems stabilized by more than four 
bonds. Third, the selected pair of primers still had the 
potential to bind to other regions of the sialyltransferase 
sequences with high similarities leading to the production 
of secondary bands .. In arder to a void false priming, primers 

showing more than three bonds at the 3' end were also 
rejected. 

Despite a very law overall sequence similarity (Jess than 
50%), a comparison of cloned sialyltransferase amino acid 
sequences has shawn highly conserved regions that have 
been termed sialylmotifL and S [51, 52]. These two regions 
are implicated in the binding of the sialyltransferase sub
strate CMP-NeuAc [53]. In arder to be highly specifie for each 
sialyltransferase eDNA, primer pairs were designed in the 3' 
region of the open reading frame, outside these two sialyl
motifs and they were located on distinct exons (Figure 1). 
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RT-PCR is specifie for each of the four human 
sialyltransferases 

HepG2 cell Iine is a human hepatocarcinoma cell that is 
known to produce ST6Gal I mRNA [54], but also small 
amounts of ST3Gal I, ST3Gal III, ST3Gal IV mRNAs [ 45]. 
First strand eDNA were synthesized from HepG2 total 
RNA·rather than poly(At mRNA to minimize the risk of 
tosing the weakly expressed sialyltransferase mRNAs. Two 

1.11 of reverse transcription reaction (which represents 300 ng 
of total RNA) were used in conjunction with the various 
primer pairs designed previously in a positive control to 
assess the reliability of the RT-PCR method to amplify 
a specifie eDNA fragment.Thirty-six cycles of amplification 
of this RT reaction gave rise to unique amplified PCR 
products of the expected length as was observed on 
ethidium bromide stained polyacrylamide gel shown in 
Figure 2 (lanes 2, 4, 6, and 8). No amplified fragment could 
be detected in the absence of eDNA templates (Figure 2; 
lanes 1, 3, 5 and 7). These different PCR fragments were 
subcloned in the pCR™ II vector and sequenced. The re
sults of the sequencing reactions (data not shown) have 
indicated that the sequence of the different PCR fragments 
corresponded perfectly to the expected eDNA sequences, 
showing undoubtedly the specificity of the amplification 
technique. In addition, ST3Gal 1, ST3Gal III, ST3Gal IV 

5061517 -537 
-458 

396- -371 344· 
298- -300 

220-

154· 
134· 

Figure 2. Ethidium bromide stained polyacrylamide gel of one-half of 
final products from separate RT-PCR amplification of four sialyltran
sferase fragments. The target eDNA was reverse transcribed from total 
cellular RNA derived from HepG2 cells (2 flg) using ST6Gal 1 (lanes 
1 andi2), ST3Gal Ill (lanes 3 and 4), ST3Gall (lanes 5 and 6), ST3GaiiV 
(lanes 7 and 8) specifie primer pairs. Lanes 1, 3, 5, and 7 are the 
negative contrais with no eDNA. Size markers (bp) appear on the left 
sida of the gel picture. 

23 

mRNAs are usually barely detectable by conventional 
hybridization methods such as Northern analysis [45] 
which requires large amounts of target RNAs. Here, this 
low leve! of expressed transcripts was specifically detected 
and amplified by RT-PCR from a small number of cultured 
cells. 

We next sought to determine the optimal number of 
cycles required to visualize ali PCR products on ethidium 
bromide stained polyacrylamide gel and to remain within 
the exponential phase of the amplification curve using 
a constant amount of input eDNA and identical reaction 
c~nditi~ns for e~ch independent tube. Densitometric analy
sts and mtegratton of the sialyltransferase signais obtained 
for 26-~6 ~ycles of amplification are shown in Figure 3 and 
clearly mdtcate that the four sialyltransferases are differen
tially expressed in HepG2 cells. The signal for ST6Gal I was 
of the highest intensity compared to th ose obtained for the 
other. sial~ltransferases, and was detecta ble after 22 cycles of 
a:nphficat_xon (data not shown). Saturation of the amplifica
tion reactton was reached after 30 cycles, after which PCR 
p_roduct increases at an unknown rate. Concerning the other 
stalyltransferases, amplification fragments could not be de
tected before 26 cycles and signais were not saturated up to 
34 cycles of amplification. ST3Gal III specifie signal was 
more intense than these of ST3Gal I and ST3Gal IV this 
latter sialyltransferase mRNA being Jess expressed in 
HepG2 cells. Thus, the relative intensity of the various PCR 
signais obtained after 28 cycles of amplification truly reflects 
the initial abundance of the corresponding transcripts since 
PCR amplifications are proceeding in the exponential 
phase. These signais were analysed by computerized den
sitometric scanning of the picture obtained and our data 
indicated that ST6Gal 1, ST3Gal I, ST3Gal III, and ST3Gal 
IV were expressed in a ratio of 5/2/3/1 relative to one 
another, in HepG2 cells. 

The specificity of primer pairs allows multiplex PCR 

In PCR experiments, degradation of samples and pipetting 
errors can lead to variations from one tube to another. 

· Therefore, to a void intertube variability, we have developed 
a multiplex PCR method with the four primer pairs pre
viously selected to ob tain in a single reaction tube, a pattern 
of the expression of these enzymes, in a given cell type. We 
adapted the PCR conditions by increasing gradually the 
amount of Taq polymerase to remain in the exponential 
phase of the reaction, using as a control, the signal obtained 
for ST6Gal I from HepG2 eDNA. The prerequisite deter
mination of an exponential range of amplification for ali 
sialyltransferase sequences at once, was achieved by termi
nating the PCR at sequential cycles (data not shown). We 
found that 36 PCR cycles were necessary to co-amplify the 
four specifie sialyltransferase fragments in a relative propor
tion comparable to that previously obtained in individual 
assays. Figure 4 Jane 10 shows the electrophoretic profile of 
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Figure 3. Kinetics of the amplification of the various sialyltransferase mANAs isolated from the HepG2 cells. PCR products were run in 1 0% 
polyacrylamide gel, ethidium bromide stained and signais obtained were integrated by Quantlscan software (Biosoft International, Palo Alto, USA) at 
cycles 26, 28, 30, 32, 34 and 36. 

the amplified products obtained for the simultaneous PCR 
amplification of the four sialyltransferase mRNA sequences 
present in HepG2 total RNAs. The initial step of reverse 
transcription of RNAs from various HepG2 sources could 
also be a source of variability hampering the standardiz
ation of inter-assay results. HepG2 total RNA samples that 
have undergone · reverse transcription separately gave 
similar results {data not shawn). 

We chose glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(GAPDH) which is a housekeeping gene as an endogen
ous internai control. Unfortunately, the simultaneous 
amplification of mRNAs initially present at widely dif
ferent levels such as GAPDH and sialyltransferase 
mRNAs cannat provide the optimal condition of PCR 
linearity. Nevertheless, in experiments where specifie frag
ments were co-amplified together with ·GAPDH, we ob
served that the fragments corresponding to the four 
sialyltransferases were obtained in the same ratio with, as 

expected, a large amount of GAPDH amplification frag
ment. So, this experimental approach in which multiple 
sialyltransferase cDNAs were simultaneously co-amplified 
allowed the precise monitoring of changes in mRNA levels 
relative to one another. 

Differentiai expression of sialyltransferase mRNAs 
in human breast cancer cells 

An extensive literature describes the variations in sialyltraris
ferase activities as one of the biochemical events accom
panying physiological modifications such as cancer and 
invasive properties of cancer cells [9, 41, 43]. Although 
the exact mechanisms underlying control of sialyltrans
ferase expression have not yet been characterized, there 
is a large body of evidence that their regulated expression 
is mainly controlled at the transcriptionallevel [for review 
see 24]. 
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Figure 4. AT-PCA co-amplification of the four sialyltransferase cDNAs: 
ST6Gall, ST3Gall, ST3Gallll, ST3Gai1V, from the breast cells mANA: 
HBL100 (lanes 2 and 6), MCF-7/AZ (lanes 3 and 7), MCF-7/6 (lanes 
4 and 8), and MDA-MB-231 (lanes 5 and 9) at pre-confluence (lanes 2-5) 
and at confluence (lanes 6-9); and from HepG2 cell mANA (Jane 10). 
The products of 36 cycles of amplification performed according to Mater
ials and Methods were run on 1 0% polyacrylamide gel and ethidium 
bromide-stained. The localisation of specifie fragments for ST6Gall (371 
bp), ST3Gallll (300 bp), ST3Gall (537 bp) and ST3GaiiV (458 bp) àre 
indicated on the right sida of the figure. Lane 1 corresponds to the 
negative control. The products of 30 cycles of amplification of the un
regulated gene GAPDH are shown at the bottom of the Figure. 

These changes in the expression of sialyltransferase genes 
can be detected with niultiplex-PCR, a powerful tool pro
viding useful diagnostic or prognostic information and 
eventually, may be related to a precise stage of the disease. 
We have thus used this simple, fast and accurate technique 
to survey sialyltransferase mRNA levels in a panel ofhuman 
breast cel! !ines in which only ST6Gal 1 was barely detected 
by Northern analysis (data not shawn). HBLlOO is an epi-
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thelial cellline found to con tain a tandemly integrated SV 40 
virus genome. Although there was no evidence of breast 
lesion in the cell do nor, these cells should not be considered 
as normal cells [46]. MCF-7/AZ and MCF-7/6 clones were 
both derived from the breast adenocarcinoma cel! Jine 
MCF-7 obtained from a pleural effusion [48] and differ in 
their invasiveness [47]. The breast adenocarcinoma MDA
MB-231 cel! line was also isolated from a pleural effusion 
[49]. We have performed in vitro assays for cell-cell ag
gregation for these four cell Jines according to Bracke et al. 
[55] (data not shawn) which reflect their arder of invasive
ness relative to each other. Their invasiveness ranking could 
be stated as follows: MDA-MB-231 > MCF-7/6 > MCF-
7/AZ > HBLlOO. 

The expression pattern of the four sialyltransferases 
ST6Gal I, ST3Gal I, ST3Gal III and ST3Gal IV was ana
lysed in total RNA extracted from these cultured cel!s at 
pre-confluence (70-80% of cell density) and at confluence. 
The multiplex PCR assays were performed in triplicate 
without significant changes in the amplification profiles, 
which demonstrates also the reliability of the method. One 
significant profile of the signais obtained after polyacryl
amide gel is shawn in Figure 4 and the relative intensities 
obtained after amplification of the transcripts of the differ
ent sialyltransferases are summarized in Table 3. The ratio 
obtained between the different sialyltransferase mRNAs de
tected are similar before or at confluence in ail cel! types, 
with the exception of HBLlOO ceils (see Figure 4 and 
Table 3). These latter ce!ls express only ST3Gal III mRNA 
before confluence and produce equally the four sialyltrans
ferase mRNAs at confluence (Figure 4, lanes 2 and 6). The 
two clones of MCF-7 (MCF-7/AZ and MCF-7/6) which 
differ in invasiveness capacity [47] present similar patterns 
of expression of sialyltransferases (Figure 4 and Table 3) and 
cannat therefore be distinguished on these criteria. The 
pattern of expression of sialyltransferases differs greatly 
between MCF-7 clones and MDA, even ifthese ceillines are 
ail invasive. Fina!ly, sialyltransferase eDNA levels detected 
at confluence are higher in MCF-7/AZ, MCF-7/6 and 
MDA than at pre-confluence. 

These cultured breast cancer cells have proven to be 
a useful in vitro madel in this study, although it is obvious 
that surveying larger numbers of different cancer cell !ines 

Table 3. Relative intensities obtained after multiplex RT-PCR analysis of sialyltransferases in human breast celllines (Figure 4). 

Pre-confluence Confluence 

HBL100 MCF-7/AZ MCF-7/6 MDA-M8231 HBL100 MCF-7/AZ MCF-7/6 MDA-MB231 

ST3Gall + ± +++ ++ + +++ +++ 
ST3GaiiV +++ +++ +++++ +++ +++ +++++ +++++ 
ST6Gall +++ +++ +++ +++ +++++ ± 
ST3Gallll + ± +++ +++ ± ± +++++ 
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and breast cancer tissue samples will be.necessary to estab
Iish good correlation between variations in sialyltransferase 
mRNA Ievels and their invasiveness. 

In spite of the significant changes of the levels of sialyl
transferase mRNA detected in these cells, no good correla
tion could be established either with sialylation patterns 
previously observed in these cells, nor with the sialyltrans
ferase enzymatic activities. This is due in part to the fact that 
available data on the sialylation ofbreast cancer cell glycans 
are still fragrnentary and based most of the time on the 
binding of lectins and antibodies [44, 56, 57]. One of the 
best documented examples is the abnormal occurrence of 
short sialylated glycan structures (sialyl-Tn, sialyl-T and 
disialyl-T antigens) on the cell-surface mucin MUCl in 
cancer cells [44, 58]. These alterations have been correlated 
with a higher Gal,Bl-3GalNAc cc2,3-sialyltransferase activity 
[43]. This unique activity could be supported by at !east 
three different enzymes: ST3Gal I, ST3Gal II and ST3Gal 
IV, which are not distinguishable based on enzymatic as
says. Northern blot analysis showed no increased ST3Gal 
I mRNA leve) [ 43] and our multiplex RT -PCR data showed 
that, at confluence, ST3Gal I and ST3Gal IV were amplified 
at similar levels in the different celllines. ST3Gal II has been 
recently cloned from different species [59-61] and could 
also be responsible for that increased activity. 

Lewis type antigens SLex and SLe• have been observed in 
MUC1 isolated from MDA-MB-231 [44]. More generally, 
SLex is considered as a tumour associated antigen in breast 
cancer [62]. This could be associated with the high leve! of 
expression of ST3Gal III and ST3Gal IV observed by RT
PCR in this cell Iine, enzymes that are implicated in the 
biosynthesis of SLe• and SLex respectively. 

Concluding comments 

We have reported in this paper the use of a sensitive RT
PCR method to detect and specifically amplify cDNAs of 
various cloned cc2,3- and cc2,6-sialyltransferases implicated 
in the biosynthesis of human cancer related sialylated epi
topes found on N- and 0-glycosylproteins. 

The method we have developed is particularly interesting 
because: (i) it will provide a new alternative to measure 
precisely sialyltransferase mRNA Ievels in very small sam-:. 
pies of human breast carcinoma cells or biopsies. These 
appear as potential earl y indicators of the changes occurring 
in human cancers. (ii) It will be easily extended to other 
human sialyltransferase cDNAs already cloned such as 
cc2,8-sialyltransferases involved in G03 biosynthesis 
(ST8Sia I) or in cc2,8-polysialylated chains (ST8Sia II and 
ST8Sia IV). High levels of expression of the ST8Sia I gene as 
weil as G03 have been described in human melanoma cell 
!ines and melanoma tissues [63], whereas normal 
melanocytes express G 03 at minimal levels [64]. In 
mammals, polysialic acid (PSA) occurs almost uniquely on 
N-linked chains of the neuronal cell adhesion molecule 
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(N-CAM) and on the cc-subunit of sodium channels in the 
brain. However recently, PSA has been observed on pro
teins in rat basophilie leukemia cells and in MCF-7 human 
breast cancer cells [65]. cc2,8-sialylation of G 03 and/or N
glycosylproteins in these cancer, ëells, could be due to the 
oncogenic expression of the oc2,8-sialyltransferases and serve 
as good markers of malignancy. 

Changes in 0-glycan sialylation also occur in human 
pathogenesis. Sialyl-Tn antigen (NeuAcoc2-6GalNAcccl-O
SerfThr) and Sialyl-T antigen (NeuAcoc2-3Gal,Bl-3Gal
NAccc1-0-SerjThr) expressions have been shown to be 
up-regulated in many transformed cells [9, 42], and serve as 
markers of malignancy in breast cancer [66]. As yet, no 
human eDNA sequence bas been obtained for ST6GalNAc 
I, the enzyme which has been proposed to be responsible for 
the synthesis of Sialyl-Tn antigen. On the other band, three 
different enzymes could participate in the biosynthesis of 
sialyl-T antigen: ST3Gal I, ST3Gal II, and to a lesser extent, 
ST3Gal IV. Previously cloned human ST3Gal 1 and 
ST3Gal IV sequences have been used in this study, whereas 
a human ST3Gal II eDNA clone was not available during 
the time course of this study. We expect that, in the near 
future, these human sialyltransferase eDNA sequences will 
be available and we are currently working on refining this 
RT-PCR method to allow assessment of mRNA levels for 
sialyltransferases of interest in clinical samples of breast 
cancer. 
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C- Compléments expérimentaux de l'article: 

Certaines expériences concernant la mise au point de la méthode de RT-PCR 

n'ont pas été détaillées dans l'article et vont être décrites dans ce chapitre. 

1- Amplification du fragment spécifique de ST6Gal 1 à 

partir des ARN totaux de cellules HepG2. 

Comme le montre la figure 21 page 95, un début d'amplification du fragment 

spécifique de ST6Ga1 I, peut être observé dès le vingtième cycle, à partir d'ARN totaux 

de cellules HepG2, témoins cellulaires utilisés au cours de l'étude. L'intensité du signal 

obtenu arrive à saturation à partir du trentième cycle d'amplification, ce qui n'est pas le 

cas pour les autres sialyltransférases. 

2- Optimisation des conditions d'amplification pour la 

Multiplex RT -PCR. 

a- influence de la concentration en Taq polymérase. 

A partir d'ARN totaux du témoin HepG2, nous avons déterminé la concentration 

optimale en Taq polymérase en faisant varier la quantité de Taq DNA polymérase de 

0,6 à 2 unités dans le milieu réactionnel. Comme le montre la figure 22 (page 97), 

l'intensité des produits d'amplification augmente avec la quantité de Taq polymérase (de 

0,6 à 1 Unité). Par contre, l'intensité des produits d'amplification ne varie plus lorsque 

l'on augmente la quantité de Taq polymérase de 1 à 2 Unités. La quantité de Taq 

polymérase de 1 Unité pour 25 111 de milieu réactionnel permet donc la co-amplification 

des fragments correspondant aux quatre sialyltransférases avec un ratio identique aux 

amplifications simples obtenues à 28-30 cycles. Seule ST6Gal 1 arrive à saturation dans 

ces conditions. C'est cette quantité de Taq polymérase qui a été utilisée dans les 
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ST6Gal-l 

A - 371 pb 

B 

Nombre de Cycles 

Figure 21 : A; Séparation sur gel de polyacrylamide de l'amplification par RT -PCR à différents 
nombres de cycle du fragment spécifique de ST6Gal 1 à partir des ARN totaux des cellules HepG2. 
B; Intensité relative obtenue par analyse densitométrique après numérisation de la photo du gel. 
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expériences de co-amplification effectuées par la suite. 

b- influence du nombre de cycles. 

Nous avons également déterminé le nombre de cycles d'amplification optimum 

pour la réaction de Multiplex RT-PCR. Des expériences d'amplification dans les 

conditions mises au point précédemment ont été réalisées à partir d'ARN totaux du 

témoin HepG2 en faisant varier le nombre de cycles d'amplification de 24 à 40 (Figure 

23, page 97). Les intensités des produits d'amplification augmentent avec le nombre de 

cycles jusqu'à 36 cycles. A 36 cycles, les produits d'amplification des quatre 

sialyltransférases sont visibles avec un ratio identique aux amplifications simples 

obtenues à 28-30 cycles. Si le nombre de cycles est augmenté jusqu'à 40, le profil 

obtenu ne diffère pas de celui obtenu à 36 cycles. L'amplification maximale du système 

Multiplex RT-PCR est donc atteinte à 36 cycles. D'autres paramètres ont été testés, tels 

que la concentration en MgCh, la température d'hybridation, l'origine de la Taq 

polymérase. Aucune des modifications de ces paramètres n'a apporté d'amélioration du 

rendement et/ou de la spécificité du système de Multiplex RT-PCR. 

D- Conclusions de la première partie : 

Les résultats de la mise au point de cette technique de détection et de semi

quantification des ARNm des sialyltransférases humaines par Multiplex RT-PCR sont 

très attractifs. En effet, cette méthode évite les écueils de la non-spécificité ou des 

seuils de détection très limités des techniques classiques d'hybridation. De plus, la 

Multiplex R T -PCR nous apporte des informations sur le taux d'expression relatif de 

chaque enzyme en très peu de temps par rapport à la technique classique de Northem

blot. Dans de nombreux cas, la régulation des sialy1transférases se fait par le contrôle de 

leur expression génique, d'où l'intérêt de posséder ce nouvel outil permettant, sur de 

faibles quantités de matériels biologiques, d'analyser l'expression des différentes 

sialyltransférases humaines. 
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Figure 22 : Co-amplification par RT -PCR des fragments correspondant 
aux quatre sialyltransférases à partir des ARN totaux de cellules HepG2, 
avec différentes concentrations en Taq DNA polymérase exprimées en Unité, 
à 36 cycles. 
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Figure 23 : Co-amplification par RT -PCR des fragments correspondant 
aux quatre sialyltransférases à partir de ARN totaux de cellules HepG2, 
en utilisant 1 unité de Taq DNA polymérase, à différents nombres de cycles. 
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Au niveau des lignées de cellules mammaires analysées, nous obtenons pour 

chaque cellule un profil spécifique d'expression des quatre sialyltransférases qui diffère 

suivant le caractère métastatique et la croissance cellulaire. Les lignées MCF7/AZ et 

MCF7/6 possèdent des profils très proches, la lignée MCF7/6 dérivant de la lignée 

MCF7/AZ. Si on compare les résultats de Multiplex RT-PCR avec les activités 

enzymatiques mesurées, il est difficile de faire un lien avec les dosages enzymatiques, 

ceux-ci faisant intervenir des substrats pouvant être utilisés par plusieurs enzymes. 

Cependant, cette technique permet de déterminer précisément quelles enzymes sont 

exprimées dans un type cellulaire donné, et aussi de différencier des enzymes ayant la 

même activité, ce qui n'est pas possible par un simple dosage d'activité enzymatique. Le 

nombre trop restreint de lignées cellulaires mammaires utilisées ne nous a cependant 

pas permis, à ce stade, de conclure quant à l'existence d'une relation entre à l'expression 

des sialyltransférases et les caractères tumoral ou métastatique de ces cellules. 

E- Extension de la technique de Multiplex RT -PCR à une Sème 

sialyltransférase humaine. 

Comme nous l'avons vu précédemment, le transfert d'acide sialique en a2,3 sur 

le disaccharide GalJ31-3GalNAc peut être catalysé par trois enzymes différentes : 

ST3Gal I, ST3Gal II, deux enzymes qui présentent une spécificité stricte vis-à-vis de ce 

substrat accepteur, et ST3Gal IV qui transfère de l'acide sialique en a2,3 sur le 

disaccharide GalJ31-4GalNAc, mais qui peut également, in vitro, utiliser comme 

substrat accepteur le disaccharide GalJ31-3GalNAc. Au début de notre étude par 

Multiplex RT-PCR, l'ADNe de ST3Gal II avait été identifié uniquement chez le Rat et 

la Souris (Lee et al., 1994). Le clonage de l'ADNe de l'enzyme humaine à partir d'une 

banque de foie (Kim et al., 1996a) et de lymphocytes en culture (Giordanengo et al., 

1997), nous a permis d'étendre cette technique de Multiplex RT-PCR à une 5ème enzyme 

humaine et ainsi de différencier ces trois enzymes. 

Nous avons choisi un couple d'amorces pour ST3Gal II, en tenant compte des 

conditions déjà appliquées pour le choix des autres couples permettant l'amplification 
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des quatre premières sialyltransférases (Tableau XfV, page 99). 

(iiÔ\ 
~ 

Tableau XIV : Séquences et caractéristiques des oligonucléotides utilisés pour 
l'obtention par RT-PCR d'un fragment spécifique de 609 pb de ST3Gal ll. 
ADNe Couple d'amorces * GC Tm 8G 

ST3Gal II 5' - 930TGGTTTGACAGCCACTTTGACG- 3' 
No d'accès à 3' - 1518CCCTACGACCACGAAAAGAAAC- 5' 
GenBank 
U63090 

(%) (oC) 

50 
50 

70.5 
70.9 

(Kcal/ 
mol) 

-41.6 
-41.3 

Taille du 
produit de 
PCR (pb) 

609 

* Le nombre inscrit à droite de chaque séquence indique la position du premier nucléotide en 5' de la séquence 
dei'ADNc. 

Par rapport ame conditions précédentes, nous avons augmenté le temps d'élongation de 1 

min 30 à 2 min, ce temps d'élongation convenant mieux à l'amplification d'un fragment 

de 609 pb. L'amplification réalisée dans ces conditions, à partir d'ADNe des cellules 

HepG2 après 36 cycles est spécifique de ST3Gal II, sans contamination par des 

fragments non spécifiques (Figure 24, page 100). La bande obtenue a été sous-clonée et 

séquencée. La séquence obtenue correspond parfaitement à la séquence de 609 pb de 

l'ADNe de ST3Gal IL 

Lors de l'amplification de ST3Gal II, à partir des ADNe des ARN totaux des 

cellules mammaires utilisées précédemment, seules les cellules MDA-MB-231 

récoltées à confluence, ainsi que les cellules témoins HepG2, ont permis d'amplifier 

cette enzyme. 

Par la suite, nous avons également mis au point sa co-amplification avec les 

quatre autres sialyltransférases à partir des ARN totaux de cellules HepG2 et MDA

MB-231, dans le but de compléter notre étude (Figure 25, page 100). Pour ce faire, nous 

avons déterminé la quantité d'enzyme à utiliser. Comme le montre la figure 25 (page 

1 00), nous avons amélioré l'amplification en augmentant la quantité de Taq polymérase 

de 1,5 à 2,5 Unités. De plus, l'amplification réalisée sur 1 ~~ d'ADNe d'HepG2 mélangé 

à 1 Jll d'ADNe de MDA-MB-231 apparaît bien comme la résultante des deux 

amplifications réalisées sur 2 ~1 de ces deux ADNe séparément. Ceci témoigne bien du 

fait que l'amplification est proportionnelle à la quantité de matrice initialement 

présente. Une quantité supérieure de Taq polymérase n'a pas permis d'obtenir une 

amélioration de l'amplification. 
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Figure 24 : Visualisation sur gel d'agarose de l'amplification spécifique d'une 
bande de 609 pb correspondant à ST3Gal II à partir d'ADNe provenant de cellules 
HepG2 à 36 cycles. 
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1,5 Unité de Taq polymérase 2,5 Unité de Taq polymérase 

Figure 25 : Amplification des fragments correspondant aux 5 sialyltransférases par 
multiplex RT-PCR à 36 cycles en utilisant respectivement 1,5 et 2,5 111 de Taq 
polymérase sur 2 111 de ADNe (300 ng d'ARN totaux) de cellules HepG2 et MDA-MB-
231, ainsi que sur le mélange de 1 111 (150 ng d'ARN totaux) d'ADNe de cellules HepG2 
et d'1 111 (150 ng d'ARN totaux) de d'ADNe de cellules MDA-MB-231. La séparation a 
été réalisée par electrophorèse sur gel de polyacrylamide. 
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F- Choix d'un nouveau couple d'amorces pour l'amplification 

d'un fragment spécifique de la GAPDH. 

Nous avons également choisi de changer d'amorces (Tableau XV et Figure 26, 

page 1 02) pour amplifier spécifiquement un fragment correspondant à la GAPDH 

(Figure 27, page 103). En effet, l'organisation génomique de ST3Gal II et de ST3Gal III 

n'étant pas connues, il ne nous a pas été possible de choisir avec certitude les couples 

d'amorces dans des exons distincts. De manière à mettre en évidence toute éventuelle 

contamination de nos préparations d'ADNe, avec ce nouveau couple d'amorce, le 

fragment d'amplification obtenu pour la GAPDH à partir de l'ADN génomique à une 

taille de 359 pb, et peut aussi être facilement distingué du fragment correspondant à 

l'ADNe dont la taille attendue est de 256 pb. 

Nous avons utilisé ce nouveau couple d'amorces pour amplifier le fragment 

spécifique de la GAPDH à partir d'ARN totaux extraits des cellules mammaires et des 

cellules HepG2, aucune bande à 359 pb n'a pu être détectée, témoignant effectivement 

que ces ARN n'étaient pas contaminés par de l'ADN génomique. D'autres préparations 

d'ARN totaux dans des études réalisées ultérieurement, ont révélé une contamination 

par de l'ADN génomique, grâce à l'utilisation de ce couple d'amorces. De plus, 

l'amplification par Multiplex RT-PCR des cinq sialyltransférases de ces échantillons 

contaminés n'a donné aucun résultat, comme si la présence d'ADN génomique nuisait 

au système de Multiplex RT -PCR. 

G- Conclusion : 

Nous avons maintenant la possibilité de différencier les trois enzymes connues 

possédant l'activité de transfert de l'acide sialique en a2,3 sur le disaccharide Galf31-

3GalNAc : ST3Gal I, ST3Gal II et ST3Gal IV. La comparaison des résultats des 

activités enzymatiques et du taux d'expression de ces trois enzymes dans les cellules 

mammaires à confluence, ne permet pas d'établir de lien direct. En effet les MDA-MB-

lOI 



Tableau XV : Séquences des oligonucléotides utilisés pour l'amplification de la 
GAPDH permettant de déterminer s'il y a une contamination des préparations d'ARN 
totaux par de l'ADN génomique. 

ADNe Couple d'amorces * GC Tm .1.G Taille du 
(%) (°C) (Kcal produit de 

/moQ PCR (pb) 

GAPDH 5' -44ü6GGTGGACCTGACCTGCCGTCTA-3' 63 73,1 -43,7 256 
Nouveau 3' - 4765GAGGTCCACCACCCTGTTGCTG-5' 63 73,4 -43,2 

* Le nombre inscrit à droite de chaque séquence indique la position du premier nucléotide 5' de la séquence du 
gène (n°d'accés à Genbank. 104038). Un intron de 103 pb est situé entre la position 4619 et 4722. 

4.2œ pb 4618 pb 4723 pb 4792 pb 

------t----L ________ :xon ~---------------j-- lntro~(-~
03 

~]__~ Exon 9 

1 

l _il__ • GAPDH ~---- !; ---- gene 

4406pb 
Fragment amplifiée de 359 pb 

4765 pb 

4723pb 
4.2œ pb 4618 pb 4792 pb 

i 1 

-------1'---------1 Exon 8 Exon 9 [ __ ,____ ARNm GAPDH 
ll~-- ____ __JL _____ _ 

~ 

4406pb 4765pb 

Fragment amplifiée de 256 pb 

Figure 26 Représentation schématique des fragments obtenus pour 
l'amplification de la GAPDH au niveau génomique et ARNm. 
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i~ ,, 

W ~ <=== GAPDH (256 pb) 

Figure 27 : Résultat de l'amplification d'une bande spécifique à 256 pb 
correspondant à la GAPDH pour le nouveau couple d'amorces, après 36 cycles 
d'amplification pour le témoin HepG2, après dépôt sur gel de polyacrylamide. 
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231 sont les seules cellules a exprimer ST3Gal II. Elles expriment également ST3Gal I 

et ST3Gal IV. Cependant, l'activité Galf31-3GalNAc a.2,3 sialyltransférasique exprimée 

par cette lignée cellulaire n'est pas la plus élevée. Les cellules MCF7/AZ exprimant 

l'activité la plus forte ne présentent pas un taux de transcription de ST3Gal I supérieure 

aux cellules HBLIOO, MCF7/6 ou MDA-MB-231. Cette forte activité peut être due a 

d'autres facteurs de régulation, ou a une enzyme encore inconnue ayant la même 

activité. 

En conclusion, cette étude de l'expression des sialyltransférases humaines par 

multiplex-RT-PCR, permet de jeter un regard nouveau sur le rôle de la sialylation dans 

le développement tumoral. Des études réalisées, par ailleurs, a l'aide d'amplification 

simple par RT-PCR de sialyltransférases ont déja donné un début de réponse. Ainsi, Ito. 

et al. (1997) ont montré que l'ARNm de ST3Gal I était augmenté dans les tissus 

coliques cancéreux par rapport aux tissus adjacents non cancéreux. De même, Ogawa et 

a/.(1997) ont montré que la sur-expression de ST3Gal III pouvait être un marqueur 

pronostique pour des patients atteints de cancer du poumon. 
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III- APPLICATION DE LA TECHNIQUE DE MULTIPLEX RT

PCR A D'AUTRES LIGNEES CELLULAIRES EPITHELIALES EN 

CUL TURE PROVENANT DE CANCERS DU COLON ET DE LA 

PEAU. 

Avant d'appliquer la technique de Multiplex RT-PCR des cinq sialyltransférases 

à des biopsies de cancer du sein, nous avons voulu tester ces potentialités sur d'autres 

types cellulaires. Dans les études qui vont suivre, la question était la suivante : quelles 

sont les enzymes responsables du transfert d'acide sialique en a2,3 sur le motif Galf31-

3GalNAc? Nous avons étudié l'expression transcriptionelle des trois enzymes 

potentiellement impliquées dans cette réaction au niveau des cellules du colon HT29-

MTX, et au niveau de cellules de l'épiderme : les kératinocytes et les mélanocytes. En 

effet, des changements de sialylation ont été observés, lors du traitement des cellules 

HT29 par un inhibiteur de glycosylation, ou lors de la différentiation des kératinocytes 

et en fonction du caractère métastatique des lignées de mélanome. Et dans ces trois cas, 

ce sont des variations de cette activité de transfert qui pourraient être impliquées dans 

ces changements de sialylation. 

A- Application aux lignées cellulaires de cancer du colon : HT29-

MTX. 

Les mucmes sont des glycoprotéines, produites par les cellules épithéliales 

normales et dans les tissus cancéreux. Les mucines sécrétées sont les composants 

majeurs des mucus respiratoires, gastro-intestinaux et des épithéliums génitaux. Les 

mucines constituent une fàmille de glycoprotéines de haut poids moléculaire, 

hautement glycosylées (Roussel et al., 1988). De plus, les mucines sont très hétérogènes 

du point de vue de leur glycosylation, mais aussi du point de vue de leur partie 

peptidique (Lamb lin et al., 1991 ). La partie glycannique représente 80 % du poids 
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moléculaire des mucines et elle est principalement composée de 0-glycannes liés sur 

des résidus de sérine ou de thréonine. La transformation maligne des cellules 

épithéliales est accompagnée de changements dans les caractéristiques biochimiques 

des mucines (Lesuffieur et al., 1994, Kim et al., 1996b). Les mucines produites par les 

cancers du colon sont caractérisées par une diminution de la longueur des chaînes 

oligosaccharidiques par rapport aux mucines coliques normales (Boland et al., 1990). 

Plusieurs altérations dans les structures oligosaccharidiques ainsi que de l'antigénicité 

des structures 0-glycanniques ont été décrites dans les cancers du colon : une 

augmentation des sialomucines, une diminution du taux de 0-acétylation des acides 

sialiques et des sulfomucines, une surexpression des structures Tn et Sialyl Tn, et une 

augmentation de l'expression des antigènes Lewis ainsi que l'apparition des groupes 

sanguins A, B, H dans le colon distal (Lesuffieur et al., 1994, Kim et al., 1996b). 

Une 0-glycosylation anormale des mucines est également retrouvée pour les 

mucines synthétisées par des cellules de colon en culture ayant un phénotype muco

secréteur : les cellules HT29-MTX, sélectionnées à partir de la lignée parentale HT29 

cultivée en présence de méthotrexate (Lesuffleur et al., 1990). La sous population 

HT29-MTX sécrète des mucines fortement sialylées et portant des épitopes 

habituellement présents sur les mucines gastriques normales (Lesuffieur et al., 1991; 

Maoret et al., 1989). Un inhibiteur de glycosylation, Je benzyl-N-acéty1-a

galactosaminide, a été initialement utilisé pour son potentiel d'inhibition in vitro de 

l'UDP-Gal : GalNAc-R 131,3-galactosyltransférase (corel 133-Gal-T, EC 2.4.1.122) 

(Kuan et al., 1989). Cependant, il a été observé qu'un traitement de 24 heures, des 

cellules de colon muco-sécrétantes en culture, par le GalNAca-0-benzyl conduit à une 

augmentation de l'expression des antigènes T et Tn (Huang et al., 1992, Huet et al., 

1995). Des analyses ultérieures ont montré que le GalNAca-0-benzyl est métabolisé 

dans la cellule en Gali31-3GalNAca-O-benzyl qui agit comme un inhibiteur de la 

sialylation de l'antigéne T, par compétition avec l'activité CMP-NeuAc : Gali31-

3GalNAc a2,3-sialyltransférase, conduisant à une considérable diminution (13 fois) de 

la quantité d'acide sialique portée par les mucines. Les résultats du dosage d'activité de 

transfert d'acide sialique en a2,3 sur du Gali31-3GalNAca-O-paranitrophénol montre 

que cette activité est fortement exprimée dans les cellules HT29-MTX par rapport aux 

activités que nous avons dosées dans les lignées cellulaires mammaires (Huang et al., 
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1992; Huet et al., 1995, Delannoy et al., 1996) (tableau XVI, page 107). Nous avons vu 

que cette activité peut être le résultat de l'action de trois enzymes : ST3Gal I, ST3Gal II 

et ST3Gal IV. Pour les différencier, nous avons étudié l'expression de leurs ARNm. 

La Multiplex RT-PCR des cinq sialyltransférases, à 36 cycles d'amplification, 

réalisée sur les cellules HT29-MTX, révèle que les enzymes les plus exprimées par ces 

cellules sont ST3Gal I et ST3Gal N, suivies par ST3Gal III et ST6Gal I qui sont les 

enzymes les plus tàiblement exprimées, ST3Gal II n'est pas détectable. Ces résultats 

sont donc en accord avec le dosage d'activité sialyltransférasique et on peut penser que 

le transfert d'acide sialique en a2,3 sur du Galf31-3GalNAc est catalysé essentiellement 

par ST3Gal I bien qu'on ne puisse exclure l'action de ST3Gal IV, cette dernière ayant 

cependant une affinité plus faible pour ce substrat. 

Les changements de glycosylation observés au niveau des mucines des cellules 

HT29-MTX lors du traitement par le GalNAca-0-benzyl, nous ont amené à mesurer 

l'activité Galf31-3GalNAc a2,3 Sialyltransférase des cellules traitées. Cette activité a été 

mesurée par Mme Isabelle Kim par transfert de [14C]-Neu5Ac sur le substrat Galf31-

3GalNAca-O-paranitrophénol. Tous les essais ont été réalisés sur des fractions 

microsomales afin de minimiser les interférences dues au GalNAca-0-benzyl présent 

ou métabolisé pendant la culture cellulaire. Les résultats obtenus montrent que le 

traitement par le GalNAca-0-benzyl augmente de 2,8 fois cette activité (Tableau XVI, 

page 107). 

Tableau XVI: Activité (exprimée en nmol.b-1.mg-1
) des fractions microsomales de 

cellules HT29-MTX traitées ou non par le GalNAca-0-benzyl. 

Cellules contrôles Cellules traitées 

CMP-NeuAc: Galf31-3Ga1NAc 
a2,3-Sialyltransférase 
(substrat Galf31-3GalNAca-O- 46,7 +/- 2,2 130,0 +/- 7,9 
paranitrophenol) 

Cette augmentation d'activité observée lors du traitement par un inhibiteur était 

inattendu. Pour déterminer si cette augmentation d'activité était due à une augmentation 

transcriptionnelle de ST3Gal I, nous avons réalisé une étude de l'expression relative, par 

RT-PCR, du taux d'ARNm de ST3Gal I comparé au taux d'ARNm de ST3Ga1 IV avec 

les cellules HT29-MTX contrôles ou traitées par le GalNAca-0-benzyl au 15, 20 et 

25ièmes jour de traitement. La réversion après 5 et 10 jours de culture en milieu standard 
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sans GalNAca-0-benzyl, précédée d'un traitement de 15 jours avec le GalNAca-0-

benzyl, a également été étudiée. ST3Gal IV n'est pas affectée par le traitement par 

GalNAca-0-benzyl. La comparaison des intensités relatives des fragments 

d'amplification de ST3Gal I par rapport à ST3Gal IV (Figure 28, page 109) indique que 

le traitement par le GalNAca-0-benzyl, induit une augmentation de 2,7 à 3,2 de 

l'expression de ST3Gal I comparé à ST3Gal IV. Cette augmentation est bien du même 

ordre que l'augmentation d'activité enzymatique de transfert d'acide sialique sur le 

Galf31-3GalNAca-O-paranitrophenol déjà observée. Ainsi, cette activité est, dans ce 

cas, due essentiellement à ST3Gal I. Après réversion, le niveau d'ARNm diminue et 

rejoint le niveau des cellules contrôles. 

En parallèle, l'étude de l'expression du taux d'ARNm de ST3Gal I a été réalisé 

par la technique de Northem-Blot (Figure 28, page 109) par le Dr. Lesuffleur. Cette 

étude par la technique classique a été possible, vue les fortes activités observées. Les 

résultats montrent, aussi, une augmentation de la transcription de ST3Gal I dans les 

cellules traitées, cette augmentation étant cependant réversible. 

On peut penser que cette augmentation d'activité sous l'effet d'un inhibiteur de 

glycosylation est due à un effet stimulateur de l'exposition chronique au GaiNAca-0-

benzyl sur l'expression de ST3Gal I. 

De plus, ces expériences montrent qu'encore une fois la Multiplex RT-PCR est 

un outil fiable et sensible pour la détection des ARNm des sialytransférases. En effet, 

cette détection par R T -PCR réalisée à 25 cycles d'amplification seulement, a pu être 

ainsi confirmée par Northem-Blot. De plus, la quantification de l'augmentation de 2, 7 à 

3,2 du taux d'ARNm de ST3Gal I correspond à l'augmentation de 2,8 de l'activité 

enzymatique. 

Cette étude fait partie de la publication: 

S. HENNEBICQ-REIG, T. LESUFFLEUR, C. CAPON, C. de LOBOS, l. KIM, O. MOREAU, 

C. RICHET, B. HEMON, M-A. RECCHI, E. MAES, J-P. AUBERT, F. X. REAL, A 

ZWEIBAUM, P. DELANNOY, P. DEGAND et G. HUET. (1998) «Permanent exposure of 

mucin-secreting HT-29 cells to benzyl-N-acetyl-a-D-galactosaminide induces abnormal 0-

glycosylation and inhibits constitutive and stimulated MUCSAC mucin secretion. » 

Biochemical Journal, 334, 283-295. 
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Figure 28: Analyse de l'expression de l'ARNm de STJGal 1 dans les cellules HT29-
MTX contrôles , traitées par le GaiNAca.-0-benzyl, et la réversion. 
A : Analyse par Northem-Blot de l'ARNm de ST3Gal I à partir de 40 Jlg d'ARN total. 
Une sonde d'ADNe de ST3Gal I marquée au e2P] a permis la révélation. 
B: Multiplex RT-PCR de ST3Gal I et ST3Gal IV à 25 cycles d'amplification. 
C : Intensité relative de ST3Gal I par rapport à ST3Gal IV. 
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B- Etude de l'expression des Sialyltransférases dans les 

kératinocytes et les mélanocytes humains. 

1- les kératinocytes "normaux". 

a- Introduction. 

L'épiderme se compose d'un compartiment germinatif (la couche basale) où 

s'effectue les mitoses, et d'un compartiment de différenciation (les couches spineuse, 

granuleuse et cornée), où les kératinocytes subissent un certain nombre de 

transformations progressives amitotiques pour finalement constituer les cornéocytes, 

cellules mortes qui desquament à la surtàce de la peau (Figure 29, page Ill). 

La différenciation épidermique s'accompagne d'une évolution de l'expression des 

résidus glucidiques membranaires, qui peut être globalement appréciée en histochimie 

par l'utilisation de lectines de spécificité différente. Réano et al. (1982) ont démontré 

que des lectines végétales mettent en évidence à la surface des kératinocytes des 

structures réceptrices au niveau des glycoconjugués. Certaines lectines reconnaissent 

des structures réceptrices à la surface des cellules au niveau de tout l'épiderme (ConA, 

HP A, MP A, RCA-120, WGA), alors que d'autres sont spécifiques de certains sous

compartiments épidermiques (LFA, PNA, SBA, UEA-I). 

La PNA (spécifique du disaccharide GalBI-3GalNAc) est une lectine intéressante 

par le fait que l'assise basale de l'épiderme humain normal n'est pas marquée en 

histochimie, mais les cellules du compartiment suprabasale sont PNA positives (avec un 

gradient positif en direction des assises superficielles). II semble donc que les molécules 

PNA-réactives représentent un marqueur de différenciation épidermique. Par ailleurs, 

après traitement des coupes par une sialidase, des sites PNA-réactifs sont démasqués au 

niveau des cellules basales de l'épiderme. En pathologie, dans les épithéliomas 

spinocellulaires, les sites PNA-réactifs sont masqués par de l'acide sialique. La PNA 

identifie deux glycoprotèines de 167 et 190 kDa. Le traitement des extraits par la 

sialidase entraîne une diminution de masse moléculaire des glycoprotéines, mais ne 
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Figure 29: Représentation schématique de l'épiderme (d'après Réano). 
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révèle pas de nouvelles molécules. Ces molécules sont très fortement glycosylées et très 

sensibles à la trypsine (Réano et al., 1984 ). 

In vitro, dans des cultures stratifiées de Kératinocytes (milieu normocalcique) des 

molécules PNA-réactives sont aussi exprimées par les assises suprabasales. Des 

glycoprotéines fixant la PNA ont été caractérisées dans des cultures normales traitées 

par l'interferon-y, lymphokine qui stimule la différenciation kératinocytaire in vitro. Les 

glycoprotéines PNA-réactives ont été identifiées sous forme d'un ensemble de composés 

de haut poids moléculaire (300-360 kDa), faiblement reconnus dans les cultures 

témoins mais très fortement exprimés dans les cultures traitées par l'INF-y. En outre, 

après traitement des lysats par la sialidase de Vibrio cholerae, une glycoprotéine de 205 

kDa fixant la PNA est démasquée dans les cultures témoins mais non retrouvée en 

présence d'INF-y. Au niveau des cellules traitées, cette désialylation ne provoque pas de 

changement de la fixation de la PNA sur les composés de haut poids moléculaire (300-

360 kDa)(Réano et al., 1990). 

Il semble donc que le système acide sialique/GalJ31-3GalNAc joue un rôle majeur 

dans la différenciation normale et néoplasique des kératinocytes humains. 

C'est dans ce contexte qu'une collaboration a été établie avec le Dr. Réano 

(Laboratoire de Recherche <<Peau Humaine et Immunité», INSERM U-346, Hôpital 

Edouard-Herriot, Lyon) dans Je but d'étudier l'expression des sialyltransférases pouvant 

intervenir dans la sialylation du motif GalJ31-3GalNAc. Comme nous l'avons déjà vu 

précédemment, les sialyltransférases, pouvant transférer de l'acide sialique en a2,3 sur 

ce motif, sont au nombre de 3 : ST3Gal I, ST3Gal II et ST3Gal IV. C'est pourquoi nous 

nous sommes intéressés principalement à l'étude de l'expression de ces trois enzymes. 

b- Amplification par Multiplex RT-PCR des Sialyltransférases 

impliquées dans la sialylation du disaccharide Galftl-3GalNAc dans 

des kératinocytes humains. 

Cette étude a été réalisée sur des kératinocytes humains normaux cultivés dans 

un milieu hypocalcique (milieu défini, KSFM, milieu sans sérum, la concentration en 

Ca2+ est de 0,12 mM,) jusqu'à la confluence. L'effet de l'interféron y a été étudié en 
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cultivant les cellules pendant 3 jours après la confluence dans un milieu normocalcique 

(la concentration en ca2
+ est de 1,2 mM, concentration habituelle des milieux avec 

sérum) en présence de concentrations croissantes d'interféron y, à savoir 0, 20, 50, 100 

et 200 U/ml. Dans ce cas, une stratification des kératinocytes est observée, ainsi que la 

formation de desmosomes. Les kératinocytes cultivés en milieu hypocalcique ont été 

utilisés comme témoins non différenciés. L'extraction des ARN totaux, la détermination 

de la concentration en ARN, la synthèse de l'ADNe ont été effectuées comme décrit 

précédemment. La GAPDH a été utilisée comme témoin d'intégrité et de quantification 

des ADNe. L'amplification a été effectuée à partir de 150 ng d'ARN totaux. Le résultat 

obtenu après 20 cycles d'amplification est présenté dans la figure 30, page 114. 

L'amplification des fragments correspondants à ST3Gal I, II et IV a été réalisée 

dans les conditions d'amplification préalablement mises au point pour la Multiplex RT

PCR des cinq Sialyltransférases. L'expérience a été réalisée à partir de 2 Jll des 

différents échantillons à 36 cycles d'amplification. Ces résultats sont rassemblés dans la 

figure 30 (Les ADNe des cellules HepG2 et MDA-MB-231 ont été utilisés comme 

témoins positifs). 

La quantification des fragments correspondant à ST3Gal I, II et IV par rapport 

au fragment obtenu pour la GAPDH a été effectuée à l'aide du logiciel Quantiscan 

(Biosott International). Les résultats sont exprimés en intensité relative (Figure 31, page 

114). 

Le profil d'expression des 3 Sialyltransférases obtenu par multiplex RT-PCR 

montre que ST3Gal IV est l'enzyme dont l'ADNe est le plus amplifié, suivi par ST3Gal 

I, enfin, on note que ST3Gal II n'est pas exprimée. On remarque nettement que 

l'augmentation de ST3Gal IV et ST3Gal I après traitement par l'INF-y est 

proportionnelle à la quantité INF-y. Les kératinocytes cultivés pendant trois jours 

supplémentaires en milieu normocalcique mais en absence d'interféron ont un profil 

d'expression pratiquement identique au profil obtenu pour les kératinocytes cultivés 

uniquement en milieu hypocalcique témoin. On peut donc conclure que seul l'INF-y 

induit une augmentation de ST3Gal I et surtout de ST3Gal IV. 
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Figure 30 : (A) Expression des fragments spécifiques de ST3Gal 1, ST3Gal II et 
ST3Gal IV à 36 cycles d'amplification et du (B) fragment spécifique de la GAPDH 
à 20 cycles d'amplification, à partir d'ARN totaux de kératinocytes en milieu 
hypocalcique (T), et en milieu normocalcique avec différentes concentrations (0 à 
200 U/ml) d'interféron y. Les blancs correspondent à des amplifications réalisées sans 
ADNe. Les ADNe des cellules HepG2 et MDA-MB-231 ont été utilisés comme témoins 
d'expression des 3 sialyltransférases étudiées. 
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Figure 31 :Effet de l'interféron y sur l'expression relative des 3 sialyltransférases. 
L'intensité relative des fragments spécifiques des 3 sialyltransférases ST3Gal I, II et IV 
est obtenue par rapport au fragment spécifique de la GAPDH. 
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c- Discussion. 

Le rôle du calcium au niveau de la régulation de la transcription de ces 3 enzymes a été 

abordé récemment par Taniguchi et al. (1998). Cette étude a été réalisée sur des 

kératinocytes humains en culture et démontre que lorsque la concentration en calcium 

dans le milieu passe de 0,03 mM à 1 mM, cela induit une différenciation cellulaire et un 

passage d'un phénotype PNA négatif à un phénotype PNA positif, relié à une diminution 

de la transcription de ST3Gal IV. Ces études ont été réalisées par la technique classique 

de Northem-Blot, et n'ont pas révélé l'expression de ST3Gal I et de ST3Gal II dans ces 

cellules. 

La technique de multiplex RT-PCR a permis de montrer que l'ARNm de ST3Gal 

I est bien exprimé dans les kératinocytes mais à un niveau plus faible que l'ARNm de 

ST3Gal IV, ce qui explique certainement la non détection de ST3Gal I par Taniguchi et 

al. (1998) compte tenu du faible signal obtenu en Northern-blot pour ST3Gal IV. De 

plus, la concentration en calcium du milieu hypocalcique (0,12 mM) est quatre fois 

supérieure à celle utilisée dans cette étude (0,03 mM). Dans notre étude, lorsque l'on 

passe du milieu hypocalcique (0,12 mM) au milieu normocalcique (1,2 mM), on 

remarque une très faible diminution du taux d'ARNm de ST3Gal IV (Figure 31, page 

114). 

Quoi qu'il en soit, les résultats concernant l'action de l'INF-y sur la 

différenciation des kératinocytes et le passage des cellules d'un phénotype PNA négatif 

à un phénotype PNA positif, ne peuvent être expliqués par une diminution des ARNm 

des sialyltransférases impliquées dans la sialylation en a2,3 du motif Gali31-3GalNAc. 

Ce changement de phénotype fait certainement intervenir d'autres mécanismes que la 

simple régulation transcriptionelle des sialyltransférases (Cf conclusion générale, page 

118). 
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2-Cellules issues de mélanomes. 

a- Introduction. 

Cette étude a été effectuée en collaboration avec le Dr. Berthier (Laboratoire de 

Recherche «Peau Humaine et Immunité», INSERM U-346, Hôpital Edouard-Herriot, 

Lyon) qui a montré que la fixation de la PNA sur les glycoconjugués de cellules 

tumorales dans les mélanomes primaires est corrélée avec le degré d'invasion locale qui 

gouverne le risque de métastases (Berthier & Vergnes, 1993). Un modèle qui mime les 

événements gouvernant les métastases précoces a été utilisé pour cette étude. Deux 

clones issus de la lignée cellulaire de mélanome humain M4Be ont été utilisés : le clone 

Tl C3 choisi pour sa capacité à former des métastases pulmonaires après injection sous

cutanée, et le clone IC8 qui ne forme pas de métastases. Les cellules de mélanome 

T 1 C3 fixent la PNA. Les sites reconnus par la PNA sont portés par deux glycoprotéines 

de 140 et llO kDa (MAGPI et MAGP2). Ces 2 glycoprotéines sont également présentes 

au niveau des cellules non métastatiques IC8, mais soous une forme sialylée (Zebda et 

al., 1994). Ainsi, les cellules métastatiques de mélanome TIC3 semblent exprimer 

l'antigène T non sialylé, alors que dans les cellules non métastatiques IC8, cet antigène 

serait sialylé, les deux types cellulaires exprimant en quantité comparable les 

glycoprotéines MAGPI et MAGP2. 

De plus, une étude réalisée par le Dr. Berthier portant sur l'activité des 

glycosyltransférases impliquées dans la voie de biosynthèse des 0-glycannes, montre 

que les cellules IC8 ont une activité Galf31-3GalNAc a2,3-sialyltransférase 2 fois plus 

élevée comparée à celle des cellules T1C3. Cependant, les deux types cellulaires 

expriment une quantité comparable d'acide sialique à leur surface. L'activité des 

sialidases endogènes est également équivalente dans les deux lignées, ainsi que les 

activités GalNAc-Ser/Thr a2,6-sialyltransférase et NeuAca2-3Galf31-3GalNAc a2,6-

sialyltransférase. 

Ces résultats suggèrent que le motif Galf31-3GalNAc non sialylé exprimé par les 

cellules métastatiques de mélanome pourrait être le résultat d'une diminution de 

l'activité Galf31-3GalNAc a2,3-sialyltransférase. Pour déterminer quelle(s) enzyme( s) 

est (sont) responsable(s) de cette activité et si cette modification d'activité se situe au 
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niveau transcriptionnel, les trois enzymes ST3Gal I, ST3Gal II et ST3Gal IV ont été co

amplifiées par la technique de Mutiplex-RT-PCR. 

b- Expression des Sialyltransférases impliquées dans la 

sialylation du disaccharide Galfll-3GalNAc dans les clones de cellules 

de mélanome humain ICB et TJC3. 

Ces cellules ont été cultivées dans un milieu de McCoy 5A (Gibco) contenant 

1 0% de sérum de veau et récupérées à confluence. L'extraction, la quantification des 

ARN totaux et la synthèse d'ADNe ont été réalisées dans les mêmes conditions que 

celles décrites précédemment. 

L'amplification des fragments spécifiques de ST3Gal I, ST3Gal II et ST3Gal IV 

est présentée dans la figure 32, page 118, après 26, 30 et 36 cycles d'amplification. La 

GAPDH (utilisée comme témoin d'intégrité des ADNe) a été amplifiée séparément et le 

résultat obtenu après 25 cycles d'amplification est présenté également dans la figure 32 

(page 118). 

c- Résultats et discussion. 

Le profil d'expression des 3 Sialyltransférases visualisées par Multiplex RT-PCR 

est pratiquement identique dans les deux lignées cellulaires. Il apparaît que ST3Gal IV 

est l'enzyme dont l'ADNe est le plus amplifié, suivi par ST3Gal I, et enfin on note une 

expression tàible mais significative de ST3Gal II. 

On peut donc conclure qu'il n'existe pas de différence entre les deux lignées 

cellulaires TIC3 et IC8 au niveau de l'expression transcriptionnelle des trois 

sialyltransférases impliquées dans la sialylation du motif GalJ31-3GalNAc. Donc la 

différence de sialylation de ce motif observée entre ces deux clones est le résultat d'une 

régulation autre que celle faisant intervenir la transcription de ces trois enzymes 
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.<=== ST3Galll (609 pb) 

<=== ST3Gal 1 (537 pb) 

<:::::== ST3GaiiV (458 pb) 

GAPDH (255 pb) 

Figure 32 : Co-amplification des fragments spécifiques de ST3Gal 1, ST3Gal II et 
ST3Gal IV, à partir de deux préparations d'ARN totaux de cellules IC8 et T1C3, à 
26, 30 et 36 cycles d'amplification. Les cellules MDA-MB-231 ont été utilisées comme 
témoins positifs. 
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3-Conclusion sur les lignées cellulaires de la peau. 

On retrouve le même rapport entre les sialyltransférases ST3Gal I et IV, à savoir 

que ST3Gal IV est plus fortement exprimée que ST3Gal I, dans les lignées cellulaires 

de kératinocytes ou de mélanomes. La différence entre les kératinocytes, cellules 

"normales" de la peau, et les cellules de mélanomes cancéreuses, réside dans le fait que 

les premières n'expriment pas ST3Gal ll, alors que les deux clones cellulaires cancéreux 

expriment cette enzyme. 

L'utilisation de mélanocytes normaux permettrait de connaître le taux 

d'expression de ST3Gal II afin d'approfondir cette étude. 

C- Conclusion générale. 

Les exemples développés dans ce chapitre montrent que les variations de 

sialylation à la surface cellulaire ne peuvent être expliquées uniquement par des 

variations de la transcription des sialyltransférases. Celles-ci sont l'un des éléments 

nécessaires à la formation des structures sialylées, mais d'autres facteurs contrôlent 

cette synthèse. En effet on ne peut pas exclure une régulation post-traductionelle des 

sialyltransférases, une régulation d'activité par des inhibiteurs présents dans un type 

cellulaire donné, par la concentration en substrat accepteur ou en CMP-NeuAc. La 

présence d'autres sialyltransférases non encore caractérisées mais ayant la même 

activité, ou des régulations différentes des glycosyltransférases intervenant en amont de 

l'action des sialyltransférases, sont des hypothèses qui ne peuvent pas non plus être 

écartées. En outre, les sialidases présentes dans les différentes lignées cellulaires 

participent également à la régulation de la formation des structures sialylées. 

119 



IV- Analyse de l'expression des sialyltransférases par Multiplex RT

PCR dans des biopsies de cancer du sein. 

Les résultats obtenus lors de l'utilisation de la technique de Multiplex RT-PCR 

sur des cellules en culture nous ont amené à l'appliquer directement à des tissus 

tumoraux, dans l'optique de déterminer les variations de 1' expression de ces enzymes in 

vivo. Cette étude a été réalisée en une collaboration avec le Dr. Peyrat (Laboratoire 

d'Oncologie Moléculaire Humaine, Centre Oscar Lambret, Lille). Ce dernier a mis à 

notre disposition une collection d'ARN totaux de biopsies de tumeurs du sein prélevées 

à différents stades d'évolution. Le but de cette étude était de tenter de mieux 

comprendre les relations existant entre 1 'expression des sialyltransférases et le 

développement tumoral (notamment l'apparition de métastases) et de déterminer si les 

variations de l'expression de ces enzymes pourraient être un marqueur de l'évolution 

tumorale. L'application de cette technique au cours du suivi thérapeutique permettrait 

peut-être de fournir un nouvel outil pronostique de l'évolution de la tumeur, des 

marqueurs fiables faisant toujours cruellement défaut dans ce type de pathologie. 

A- Augmentation de la sensibilité de la technique de Mutiplex

RT -PCR de 5 sialyltransférases en utilisant des amorces fluorescentes. 

Afin d'obtenir une meilleure quantification des fragments amplifiés, ce qui était 

nécessaire pour réaliser une étude systématique de l'expression des sialyltransférases au 

niveau des différentes tumeurs, nous avons utilisé les potentialités de la fluorescence. 

En effet, la méthode d'analyse des fragments d'amplification utilisée au cours 

des expériences précédentes fait intervenir la coloration du gel de polyacrylamide qui 

peut varier d'un gel à l'autre. De plus, la coloration au bromure d'éthidium est fonction 

de la taille des fragments d'amplification et l'intensité de la révélation est d'autant plus 

faible que le fragment désigné est de petite taille. Les gels sont ensuite photographiés et 
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numérisés, à l'aide d'appareils qui possèdent des seuils de saturation, faussant ainsi peut 

être en partie la quantification. 

Pour la détection par fluorescence, seules les amorces 5' de chaque couple ont 

été marquées à l'aide d'un fluorophore. Ainsi, la surface des pics de fluorescence 

obtenus pour chaque fragment, est proportionnelle à la quantité d'amorce 5' utilisée lors 

de l'amplification de ce fragment, donc à la quantité de produit formée. La fluorescence 

permet également d'augmenter le seuil de sensibilité de la technique de Multiplex R T

PCR. En effet, une étude préalable réalisée à l'aide des amorces non fluorescentes 

montrait une faible expression des sialyltransférases dans les tumeurs du sein. 

Nous avons séparé les différents fragments à l'aide du séquenceur automatique 

373 (Applied Biosystems) et les résultats ont été analysés par le logiciel Genescan 672. 

Pour les 5 sialyltransférases, les amorces 5' ont été marquées par la 6-carboxy-2',4',7',4,7 

hexachlorofluorescéine (HEX), pour la GAPDH l'amorce 5' a été marquée par la 6-

carboxyfluorescéine (6-FAM). 

Dans un premier temps, les couples d'amorces fluorescentes ont été testés en 

Multiplex RT-PCR dans les conditions expérimentales préalablement définies en 

utilisant l'ADNe de cellules HepG2 comme matrice. 1160ième des réactions de PCR ont 

été déposés dans le même puits, ainsi que des marqueurs de masse moléculaire marqué 

à la 6-carboxy-X-rhodamine. 

Le profil obtenu correspond exactement au profil obtenu avec les amorces non 

fluorescentes : ST6Gal I est la sialyltransférase la plus exprimée dans les cellules 

HepG2, suivie par ST3Gal I, ST3Gal III, ST3Gal IV, et ST3Gal TI est l'enzyme la plus 

tàiblernent représentée (Figure 33, page 122). 

De manière à déterminer la linéarité de la réaction d'amplification réalisée en 

Multiplex à l'aide d'amorces fluorescentes, nous avons effectué des dilutions 

successives de l'ADNe de cellules HepG2 (à partir de 2 !J.l de la solution d'ADNe 

correspondant à 300 ng d'ARN totaux de départ) et utilisé ces différentes dilutions 

comme matrice pour la co-amplification des fragments spécifiques des 

sialyltransférases. La réaction a été arrêtée après 36 cycles d'amplification. Des séries 

de dilution (à partir cette fois de 1 !J.l de la solution d'ADNe) ont été également utilisées 

pour l'amplification du fragment spécifique de la GAPDH. Dans ce cas, l'analyse a été 

effectuée après 22 cycles d'amplification. Les résultats de ces deux séries d'expériences 

sont présentés dans les figures 34 et 36, pages 123 et 124. 
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D Multiplex RT-PCR des 5 Sialyltransférase sur ARN de cellules HepG2 
(21JI d'ADNe, 36 cycles) 

Ill RT-PCR de la GAPDH (11JI d'ADNe, 20 cycles) 

Ill Marqueurs de taille 

Figure 33 : Profil de séparation des fragments spécifiques des 5 sialyltransférases 
et de la GAPDH amplifiés à partir des ADNe de cellules HepG2. Les amorces 5' 
utilisées pour la co-amplification des sialyltransférases sont marquées par le HEX (6-
carboxy-2',4',7',4,7 hexachlorofluorescéine), et l'amorce 5' de la GAPDH par le 6-FAM 
(6-carboxyfluorescéine ). La séparation et la détection ont été effectuées à l'aide d'un 
séquenceur automatique 373 (Applied Biosystems). 
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Figure 34 : Intensité des pics de fluorescence obtenue pour chacune des 
sialyltransférases en Multiplex RT-PCR, à 36 cycles d'amplification, en fonction de 
la concentration en ADNe de cellules HepG2. 
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Figure 35: Régression linéaire de l'intensité des pics de fluorescence obtenue pour 
ST3Gal ill en Multiplex RT-PCR, à 36 cycles d'amplification, en fonction de la 
concentration en ADNe de cellules HepG2. 

Coefficient de corrélation linéaire R2 
= 0,991. 
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Figure 36 : Influence de la concentration en ADNe des cellules HepG2 sur 
l'amplification du fragment spécifique de la GAPDH, à 22 cycles d'amplification. 
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Figure 37 : Régression linéaire de l'intensité des pics de fluorescence obtenus pour 
le fragment spécifique de la GAPDH, à 22 cycles d'amplification, pour une quantité 
en ADNe de cellules HepG2 inférieure à 0,125J1I. 

Coefficient de corrélation linéaire R2 = 0,9787. 
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Si on extrait de l'expérience de Multiplex R T -PCR les courbes correspondant à 

l'amplification de chacune des sialyltransférases, il est possible de tracer une droite de 

corrélation linéaire, hormis pour ST6Gal 1 pour laquelle la saturation est atteinte très 

rapidement. La droite obtenue pour ST3Gal III est présentée à titre d'exemple dans la 

figure 35, page 123. Les coefficients de corrélation linéaire (R2
) obtenus pour chacune 

des sialyltransférases sont supérieures à 0,97 (0,9988 pour ST3Gal III; 0,972 pour 

ST3Ga1 IV; 0,9872 pour ST3Gal 1 et 0,991 pour ST3Gal Il) et montrent que la linéarité 

de chacune des réactions est parfaitement respectée en Multiplex RT-PCR, ce qui 

confirme les résultats obtenus précédemment. 

L'expérience d'amplification de la GAPDH en fonction des dilutions en ADNe 

des cellules HepG2 montre une saturation qui provient de la fluorescence, la linéarité 

est obtenue pour une intensité de fluorescence inférieure à 90 unités arbitraires (Figure 

37, page 124). Le coefficient de corrélation linéaire ainsi obtenu est de 0,9787. Ainsi, 

les valeurs d'intensité de fluorescence obtenues pour l'amplification du fragment 

spécifique de la GAPDH devront se situer dans cette zone de linéarité. 

En conclusion, l'apport de la fluorescence pour la détection des fragments 

d'amplification est appréciable. En effet, il est possible de quantifier précisément la 

quantité de produits formés et de diminuer les seuils de détection d'un facteur d'au 

moins 60. 

La technique de Multiplex RT-PCR associée à une détection basée sur la 

fluorescence est l'outil idéal pour étudier les différences d'expression des 

sialyltransférases en fonction du stade de cancérisation. 

B- Publication : Multiplex reverse transcriptase polymerase chain 

reaction assessment of sialyltransferases expression in human breast cancer. 
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Abstract 

Increased sialylation, especially involving the Sinlyl-Lewis" and Sialyl
Lewisx determinants, has been reported in brea.~t cancer. A multiplex 
reverse transcription-PCR method wa~ u.~ed berc to determine the expres
sion of five sialyltransfcra.~c.~ CSTJGallll, ST6Gal 1, ST3Gn1JV, ST3Gal 
I, and STJGal Il) in 49 patient~ surgically treated for locoregional brea.~t 
cancer. We assessed the relationship between these expression.~ and clin
ica!, pathological, and biological features. The most expres.~ed sialyltrans
fera.~e was STJGal Ill, which is involved in Sialyl-Lewis" synthesis. 
STJGal III expression was positively correlated to ST6Gal I and STJGal 
IV expressions, to tumor size, and to the number of involved axillary 
nodes. Patients with high STJGal Ill expres.~ion had a shorter overall 
survivnl. High ST6Gnl 1 expres.~ion wa.~ n.o;.~ociatcd wilh histoprnJ.:nostic 
grade III. ST6Gal 1 expre.o;.,ion wM nCJ.:nlively currl"lnted tu exprrs.~iun of 
progesterone receptor. In conclu.~ion, high ST3(;aJ Ill and ST6Gal 1 
expressions in human breast tumors are associated with poor prognosis 
markers. 

Introduction 

Modifications of cellular glycosylation are a common phenotypic 
change in malignancy. However, only a 1imitcd numher of biosynthctic 
patllways are frequently altered in cancer. Incrcascd ,131 ,6-branching, 
increased Sialyl-Lewisx [NeuAca2-3GalJ31-4(Fuca l-3)GlcNAc] and 
Sialyl-Lewis" [NeuAca2-3GalJ31-3(Fucai-4)GicNAcl epitopes, or the 
general increa.~e in sialylation of cell surface glycoproteins arc commonly 
observed in N-linked and 0-linked oligosaccharidcs of carcinoma cells. 
These changes in glycosylation are related to grade, inva~ion, metasta~is, 
and witll a poor prognosis ( 1, 2). 

Carbohydrate changes also occur in breast cancer. Sialyl-Lewisx, 
Sialy1-Lewis", and Sialy1-Tn (NeuAca2-6GalNAca1-0-Serrrhr) are 
tumor-associated antigens found in breast cancer (3-5). lt has becn 
shown Ùlat Ülese epitopes are attached to, among other proteins, the 
MUCI apoprotein (6). The CA 15;-3 assay detects the circulating form .... 
of a high molecular weight sialoniucin MUC 1 and is a very powerful 
marker of advanced stages of brea.~t cancer (7). Moreover, E-sclectin, 
a cell surface adhesion molecule that interact<; with Sialyl-Lewisx and 
Sialyl-Lewis", is secreted as a soluble form (sE-selectin4

) in breast 
cancer sera. High concentrations of sE-selectin are associated with 
reduced overall survival (8). 

The biosynthesis of sialylated oligosaccharide sequences are cata-
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ly:r.eù by a family nf cn:r.ymcs namcd sialyltransfcrascs. Thcsc cn
:r.ymcs use CMP-sialic acid <ts the activated sugar donor. More than 15 
different sialyltmnsfcrascs acting on glycoprotcins and/or glycolipids 
have been characteri:r.ed to date, and 8 different sialyltransfcrase 
cDNAs have hcen cloned from human tissues or cells (9). 

Changes in sialyltransfcrasc expression have hccn ohscrvcd in 
cancer tissues or cclls, and the regulation of thcir expression is 
achieved main! y at the transcriptionallcvcl. For ex ample, transfection 
of rat fibroblasts with the ras oncogenc leads lo an increase of the 
,13-galactoside a2,6-sialyltransfcrase (EC 2.4.99.1, ST6Gal 1) mRNA. 
and of the invasion potential of these cells (10). Reccntly, llo et al. 
(Il) dcmonstrated by quantitative RT-PCR that in hu man colorectal 
cancer, the ST3Gal 1 mRNA was prmninenlly incrcascd in cancer 
tissues comparcd with nonmalignant culurcctal mucusa. 

Very little investigation into the expression of sialyltransferases in 
human breast cancer has been carried out. However, one study con
ducted on breast cancer cells showed an elevated activity in the 
transfer of sialic acid onto Gal,131-3GalNAc·R acccptor substrates 
( 12). This elevated activity could ex plain the higher leve! of sialyla
tion of MUC 1 fou nd in these cells ( 13). 

Recently, we have developcd a sensitive multiplex RT-PCR method 
(14) that can monitor the expression of four human sialyltransferases: 
ST6Gal 1, ST3Gal I, ST3Gal III, and ST3Gal IV ( 15):5 these are 
involved in the biosynthesis of the sialy1ated structures of glycopro
teins (Table 1 ). This methoù has bcen cxtcndcd to a fifth cn:r.yme 
recent! y cloned ( 16). The aim of the present stndy was to assess the 
expression of these live sialyltransferases in patients treated for lo
coregional breast cancer, and to assess the relationship between this 
expression and the clinical, pathological, and biological features of 
these patients. 

Materia1s and Methods 

Patienl, and Cells. This retrospective study invulved 49 unsclcctcd pa

tients undergoing surgery for locoregional breast cancer in lhc Center Oscar 
Lambret (the Anticancer Center of the North of France, Lille. France). Patienls 
were included between March 1990 and June 1993. The mean age of the 
patients was 61.1 :!: 10.5 years (SD: range, 36-80). None of the patients hall 
evidence of distant metastasis. In the studied population, the minimum and the 
median durations of follow-up of living patients were 9 months and 65 months, 
respectively. Within this population, the number of deaths was 22 (44.8%) and 
the number of relapses was 18 (36.7%). HepG2 cells from Dr. B. Laine 
(Institut Pasteur, Lille, France) were from American Type Culture Collection 
(HB 8065) and were cultured in DMEM supplemented with 10% FCS. 1% 
nonessential amino acids, 2 mM glutamine. and antihiutics. Cclls were gruwn 
at J7"C in a humidified atmosphere of 5% C02• 

'The nomenclature of •ialyllrnnsfera.'ICs: ST;IGal 1: CMI'-NcuAc: Gai01-.1GalNAc 
a2.3-sialyltransfera.'IC. EC 2.4.99.4; ST3Gal Il: CMP-NeuAc: GallJI-.lGalNAc a2.J
sialyltransfera...e. EC 2.4.99.-. ST3Gal Ill: CMP-NcuAc: Gaii31-J(4)GicNAc !f2.J-sial
yltrnn.•fera.'IC. EC 2.4.99.6; ST3Gal IV: CMP·NcuAc: Galj31-4GicNAc a2.;1-sialyltrnns· 
fera.'IC. EC 2.4.99.-; ST6Gall: CMP-NeuAc: Ga1131-4GicNAc ~t2.(1..sialyltrnnsfcrn.o. EC' 
2.4.99.1. 
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EXPRESSION OF SIALYLTRANSFERASES IN BREAST CANCER 

Table 1 St•~djidry cif hrmlllll .tiaf.vltrtlnsferrtus and sequences of the six primer pairs t<ted f"r PCR amplification 

Target" 
Primcrs seth 

Melting temperature PCR product sizc 
eDNA Acceptor spccificity Guanosinc and cytidine content (%) ("Cl (bp) 

GAPDII S'-.. 06GGTGGl\CCTGACCTGCCGTCTA·3' 63 73.1 256 
(104038) 3'-4765GAGGTCCACCACCCTGTTGCTG-5' 63 73.4 
STJGallll Gaii31-3(4)GlcNAc . 5' - 75 ,CGGl\TGGCTTCTGGAAATCTGT-3' 50 70.3 300 
(L23768) 3' •touAGTTTCTCAGGACCTGCGTGTT-5' 50 70.2 
ST6Gall Gaii31-4GicNAc 5' - 049TATCGTAAGCTGCACCCCAATC-3' 50 69.1 371 
(XI1247) 3 '- 1199GAAGGCCTGGTAAGTGACGATT- 5' 50 69.1 
ST3GaiiV Gai131-4(3)GicNAc 5'- 3 .,CCCAAGAACATCCAGAGCCTCA· 3' 55 71 458 
(L23767) 3'-759CTAATTCGTCTTCGGGTGGTGC-5' 55 71 
STJGall Gaii31-3GaiNAc 5'- 3 61 TCAGAGTGGTGCCTGGGAATGT- 3' 55 71.2 537 
(L29555) 3'- 077CGTTTCCCTTGACCGTGGTGAT- 5' 55 71.2 
ST3Galll Gali31-3GaiNAc 5' - 930TGGTTTGACAGCCACTTTGACG-3' so 10.5 609 
(U63090) 3'- 1518CCCTACGACCACGAAAAGAAAC-5' so 70.9 

• Gcnbank accession numbcrs arc shown in brackcL•. 
b The numbcr on the left side of each sequence indicates the position or the first nucleotide in the coding sequence or each eDNA, except for GAPDH. which indicates the first 

·S' nucleotide in the gene sequence. The sense primers or sialyltransrerascs were S' 6-carboxy-2' ,4' ,7' ,4,7 hexachloroOuorcscein-labcled, and the sense primer of GAPDH was S' 
6-carboxynuorcscein-labclcd. 

Pathology. After surgery, the tumor samples were divided into three parts: 
two parts were frozen for hormone-receptor and sialyltransferase analyses, and 
the third part was submitted for histological examination. Tumor samples 
consisted solely of invasive adenocarcinomas. The HPG was obtained using 
the Scarff and Bloom 's criteria ( 17). Both ER and PgR were determined by the 
dextran-coated charcoal method, as describcd previously ( 18). 

sE-selectin Assay. Serum samples were obtained from the patients before 
surgery. Blood (5 ml) were collected in EDTA, and were centrifugated at 
3,000 X g for 10 min. Ser-.1 were stored at -2o•c until analysis. Concentra
tions of sE-selectin were measured in duplicate using a commercial ELISA kit 
(R&D Systems, Inc., Abington, United Kingdom) as described previously (8). 
To avoid a possible rise in sE-selectin concentration associated with impaired 
li ver or kidney functions, we verified that ali patients had normal li ver (serum 
bilirubin :S 30 p. molli; aspartate transaminase :S 25 lU/ml) and renal (serum 
creatininine :S 130 p. molli) function. 

Isolation or Total RNA. Total RNA was isolated with the use of Tri
Reagent from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). The tumor samples were 
homogenized in 1 ml ofTri-Reagent with a potter homogenizer. Following the 
supplier's recommendations, to minimize the possibility of DNA contamina
tion when isolated RNA is to be used in RT-PCR, wc performed three 
additional steps in the extraction procedure: (a) the homogenates were centri
fuged at 12,000 X g for 10 min at 4•c to remove the insoluble material; (b) we 
proceeded with a phenoUchloroform extraction; and (c) the precipitation of 
RNA with isopropanol was performed in two steps. The RNA pellet was then 
washed with 750 p.l of ethanol, centrifuged, and allowed to dry for 5-10 min 
by air-drying. The amount of the RNA was quantified by measuring the 
absorbance at 260 nm. : .. 

RT-PCR. Total cellular RNA (5 p.g) was heated at 65•C for 10 min and 
placed on ice for 2 min. Reverse transcription into eDNA was achieved using 

performed by replacing eDNA template with sterile water, and positive con
trois were performed with HepG2 çDNA, a cell line that expresses the five 
sialyltransferases (14). ... 

Quantification of Amplification Products. The sense primer of GAPDH 
was 5' fluorescent! y labeled with 6-carboxyfluorescein, and the sense primers 
of the siulyltransferases were 5' fluorescently labeled with 6-carboxy-
2' ,4' ,7' ,4,7 hexachlorotluorescein. After completion of the PCR, 1/60 of the 
GAPDH PCR reaction mixture or 1/6 of the sialyltransferase multiplex PCR 
reaction mixture were coelectrophoresed through a 6% polyacrylamide-8 M 
urea gel on a 373 DNA Sequencing System from Applied Biosystem (Perkin
Elmer Corp .• Norwalk, CT). Molecular mass markers fluorescently labeled 
with 6-carboxy-X-rhodamine (Applied Biosystem) were also coelectrophore
sed. The results were analyzed with Genescan 672 Software (Applied Biosys
tem). Levels of each sialyltransferase expression were presented as the ratio 
enzyme-related area:GAPDH-related arca. 

Statistical Analyses. A difference between the expression of the five 
sialyltransferases was searched using a nonparametric one-way ANOVA 
(Kruskal-Wallis test). A relationship between the sialyltransferase expression 
and other parameters was assessed using the J(- wi th Y a tes correction. A 
positive or negative correlation between the expression of each sialyltransfer
ase was assessed using the Spearman nonparametric test. A linear correlation 
was also performed after log transfonnation. Overall survival and relapse-free 
survival curves were calculated using the Kaplan and Meier method. Compar
ison between curves was carried out by the log r.mk test. Graphie representa
tions were perfonned using the bo~t-plot method (19). ln this representation, 
the bolt extends from the 25-75th percentile, with a horizontal line at the 
median. Whiskers e~ttend down to the smallest value and up to the largest 
Single points are considered outliers. 

the First-Strand eDNA Synthesis kit (Pharmacia Bi(Jtech), according to the Results 
manufacturer's protocol using oligo-d(T) as initiation primer in a final reaction 
volume of 33 p.l. The retrotro~nscription reaction (4 J.Ll) was subjected to PCR Clinicat and Pathological Features. Tu mor size was ::S3 cm in 29 
amplification using sialyltro~nsferase-specific derivated primers (Table 1}, or 1 cases (59.1 %) and >3 cm in 20 cases (40.8%) of the total 49 cases. 
p.l of the retrotranscription reaction was subjected to PCR amplification using An axillary nodal involvement was found in 28 of 49 patients 
GAPDH-specific derivated primers (Table 1 ). The oligonucleotides were syn- (S? .l %). HPG was obtained in 38 of 49 cases (77 .5%). It was grade 
thesized and puri fied by Eurogentec s.a. (Belgium). To visualize any contam-
ination with genomic DNA, GAPDH-specific primers were designed in dif- 1 in 2 cases(5.2%), grade II in 18 cases (47.3%), and grade III in 18 
ferent exons separated in the genomic DNA by a 103-bp intron. cases (47.3%) of the 38 cases analyzed. ER and PgR were obtained in 

The 21 p.l of PCR mixture for the multiplex PCR of the five sialyltrans- ail cases. A positivity for ER and PgR was found in 42 (85.7%) and 
ferase-specific fragments consisted of 2.5 units of Hi-Taq DNA polymerase 36 (73.4%) of the 49 cases analyzed, respectively. The mean concen-
(Bioprobe, France), 10 mM Tris-HCI pH 8.8, 1.5 mM MgC12, 50 mM KCI, 0.1% tration of circulating sE-selectin was 32.6 ng/ml :!: 17.3 (SD; range, 
Triton X-100, 0.2 mM dNTP, and 0.3 !J.M of each primer. The 24 p.l of PCR 9.7-111 ng/ml). 
mixture for the GAPDH-specific fragment amplification consisted of 0.6 units Sialyltransferase Expression. An individual example of the. pro-
of Hi-Taq DNA polymerase, 10 mM Tris-HCI pH 8.8, 1.5 mM MgCI1, 50 mM files obtained with biopsies is presented in Fig. lA. 
KCI, 0.1% Triton X-100, 0.2 mM dNTP. and 0.6 J.LM of each primer. Samples Whereas the fluorescent multiplex RT -PCR technique is 50-fold 
were overlaid with two drops of mineral oil (Sigma Chemical Co.). Reactions more sensitive than the previously described ethidium bromide reve-
were run in a PTC-100 thermal cycler (M. J. Research,lnc., Watertown,} using 
the following conditions: for specifie GAPDH fragment amplification: 1 min lation (14), we never detected any unspecific amplification product; 
at 94•c, 1 min at 69"C and 1.5 min at n•c, 22 cycles; for multiplex RT-PCR this demonstrates the high specificity of the primer pairs used for 
of the fragment of live sialyltransferases: 1 min at 94•c. 1 min at 63"C and 2 sialyltransferase amplification. Using seriai dilutions of HepG2 eDNA 
min at n•c. 40 cycles. In ali experiments, negative control reactions were as positive control, we demonstrated the linearity of the multiplex 
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Fig. 1. A, example of a profile of the nuore:o:enl peak corresponding 
10 the live sialyllransfera.<cs (full lint) and GAPDH (clotttd lin~). The 
GAPDH PCR reaclion mixture (1160) or lhe sialyllransferase mulliplex 
PCR reaclion mixlure (116) were coelectrophoresed through a 6% poly
acrylamide-8 M urea gel on a 373 DNA Sequendng Syslem nnd nna
lyzed by Genescan 672 Soflware (Applied Biosy.rem). Mnlccular ma.<s 
markers nuorescenlly labeled are indicaled {{11// aren). B. box-plot 
graphie represcntalion ( 19) of the relalive exprcs.<ion of lhe live sialyl· 
rransferascs in 49 human lumor biopsies. Levels of each sialyllransferasc 
expression were presenred as lhe ralio enzyme-relaled area:GAPDH· 
relaled arca. The expression of the live sialyllransferase• were compared 
using the Ktuskai-Wallis lc.<t. The expression of ST3Gallll wa.< signif· 
ieanll[ highcr lhan lhe exprc.,<iou.. of ST3Gal IV and STJGal Il (P 
<10'· and P <10'', rcspeclively), the expres.<ion nf ST6Gal 1 WM 

significantly higher than the expres.<ions of ST3GaiiV and STJGalll (P 
<0.05 and P < 10''· respectively), and the expres.<ions of ST3GaiiV and 
ST3Gal 1 were signilicantly higher than the expres.<ion of ST3Gal Il 
(P <Jo-' and P <10'3 , respectively). 
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RT-PCR for the five sialyltransferases up to 40 PCR cycles and for the (r = 0.31; P = 0.03). The expression of ST3Gal IV was correlated to 
GAPDH amplifications, according to the arca peak values obtained the expression of ST3Gal I (r = .46; P < 10'3), and the expression of 
with the 5' fluorescently labeled primers (data not shown). ST3Gal Il (r = 0.45; P = 0.001). 
· Absence of expression was f~d in 0, 1, 9, 3, and 39 cases for Using the Ji' test with Yates correction, the tumors with high 

ST3Gal III, ST6Gal I, ST3Gal IV, ST3Gal I, and ST3Gal Il, respec- ST6Gal I expression (higher than the median value) was more fre
tively. The median levels of ST3Gal III, ST6Gal I, and ST3Gal IV quently HPG III than the tumors with low ST6Gal I expression (13 of 
expressions were, respectively, 74:1! (range, 4.4-645.2), 63.9 (range, 19 versus 5 of 14; P = 0.009). 
0-370.6), and 24.5 (range, 0-85.9). The median expression of Using the Mann-Whitney test, patients with HPG III (n = 18) had 
ST3Ga1 I was 69.2 (range, 0-436.1). ST3Gal II had a lower expres- signiticantly higher median ST6 Gal I expression than patients with 
sion leve! (1.9; range, 0-42.0; Fig. lB). This low leve! of expression HPG II (n = 18; P <0.05). 
was not due to the experimental procedure because this enzyme Using the Spearman rank test, the expression of ST3Gal III was 
expression was al ways detected in HepG2, the positive control. Using positive! y correlated to the tumor size (r = 0.31; P = 0.03) and to the 
the Kruska1-Wallis test, the expression of ST3Gal III was significantly number of involved axillary nodes (r = 0.32; P = 0.02). The expres
higher than the expressions of ST3Gal IV and ST3Gal Il (P < 1 o·3 and sion of ST6Gal I was negative! y correlated to the PgR expression 
P <10"3, respectively); the expression of ST6Gal I was significantly leve! (r = -0.37; P = 0.009). No correlation was found between the 
higher than the expressions of ST3Gal IV and ST3Gal II (P <0.05 and expression of sialyltransferases and the expression of ER or the 
P <10"3

, respective1y); the expressions of ST3Gal IV and ST3Gal I sE-se1ectin concentration. 
were significantly higher than the expression of ST3Gal II (P < 10'3 For overall survival analyses, the patients with high ST3Gal III 
and P <10"3

, respectively). expression (higher than the median value) bad significantly reduced 
Correlations. Using the Spearman rank test, the expression of survival (P = 0.043; Fig. 3). No significant difference was found for 

ST3Gal III was positive1y correlated to the expression of ST6Gal I other sia1yltransferases. Especially, the analysis of the Kaplan-Meier 
(r = 0.45; P <10'3 ; Fig. 2), to the expression of ST3 Gal IV (r = 0.36; survival curves for ST6Gal 1 and ST3Gal I showed no significant 
P = 0.01), and to the expression of ST3Gal I (r = 0.66; P < 104

}. The difference when patients with expression lower than the median value 
expression of ST6Gal I was correlated to the expression of ST3Gal 1 were compared with those with expression higher than the median 
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Fig. 2. Spearman rank test correlation between the expression of ST3Gal Ill and the 
expression of ST6Gall in 49 human tu mor biopsies. The distribution of the expression of 
ST3Gal Ill and ST6Gal 1 were log normal. The values none-zero were transformed to 
logarithm•. and a linear regression analysis wa.• performed [R (2) 2 0.41. P <10"'. 
y 2 0.65X + 0.52!. 

value. No more differences were found when ether cutoff values were 
used (first and third quartiles). Finally, for relapse-free survival, no 
significant difference was found for any sialyltransferase. 

Discussion 

In this study, we analyzed the tumoral expression of five sialyl
transferases in 49 patients treated for locoregional breast cancer by 
using multiplex RT-PCR. This method allows a simultaneous assess
ment of ali these enzymes in each turner. We found that most tumors 
preferentially expressed the ST3Gal III. Moreover, the expression of 
ST3Gal III was correlated to the expression of three ether enzymes 
(ST6Gal I, ST3Gal IV, and ST3Gal 1). Interestingly, we found that 
ST3Gal II was weakly (or not) expressed in breast tumors. This 
enzyme shared the same substrate specificity with ST3Gal l. 8oth 
enzymes are able to transfera sialic acid residue onto the 3-0H group 
of the Gal residue of the type III disaccharide structure (Gal{31-
3GalNAc). 8ecause of this common substrate specificity, both en
zymes could be involved in the sialylation of T-antigen (Gal{31-
3GalNAca-0-Serffhr) currently Observed in 0-glycoproteins, 
especially in mucins. 8oth enzymes exhibit different tissue-specifie 
expressions and our result indicates that the a2,3-sialylation of T
antigen in breast turner would be essentially catalyzed by ST3Gall. 

The comparison between the expression of each sialyltransferase 
and standard prognostic factors showed that the highest expression of 
ST3Gal III was mainly found in large tumors, which suggests that this 
expression is not an early phenomenon. In agreement with this result, 
ST3Gal III expression was associated with axillary nodal involve-

biosynthetic pathways involving a2-3-sialylation before fucosylaÙon, 
the increased expression of ST3Gal III could lead to the increased 
expression of Sialyl-Lewis". In that context, our result brings further 
evidence for the participation of the interaction between endothelial 
selectins and their tumoral counterparts in tumor development and 
progression. 8ecause the concentration of circulating sE-selectin may 
be a marker of endothelial cell activation and a reflection of cell
surface E-selectin expression, we compared these concentrations with 
the tumoral expression of sialyltransferases. We didn't find any cor
relation that can support this hypothesi~. A study performed in a larger 
series may be usefu[ to determine whether patients with both an 
important endothelial E-selectin expression (reflected by the sE
selectin concentration) and an important tumoral ST3Gal III expres
sion have a worse outcome. 

ST6Gal I expression was also associated with bad prognosis indi
cators. We observed a positive correlation between ST6Gal I expres
sion and both the grade III HPG, and the lack of hormone receptor 
expression. ST6Gal I was previously shown to be regulated by steroid 
hormones at the transcriptional !live!: ST6Gal I mRNA leve! is in
creased in rat hepatocytes and in rat fibroblasts by dexamethasone, 
leading in both cases to an increased number of NeuAca2-6Gal{31-
4GlcNAc sequences at the cell surface (for review see Ref. 9). On the 
other band, the progressive loss of sialic acids of the brush-border 
membrane glycoproteins (one of the major biochemical changes oc
curring in rat small intestine during the transition from suckling to 
weaning) is associated with a decreased expression of ST6Gal I 
mRNA, which is speeded up by injection of hydrocortisone (20). At 
this stage, we cannet assume that the elevated expression of ST6Gal 
I is directly associated with the lack of steroid hormone receptors, but 
this question should be addressed in future experiments. Nevertheless, 
the expression of ST6Gal I mRNA has been previously associated 
with malignant transformation. Increased expression of ST6Gal I 
mRNA bas been described in cultured cells transformed by oncogene 
transfection (10), and the elevated expression of ST6Gal I mRNA in 
adenocarcinomatous human colon compared with normal tissues bas 
been recently reported (21). In our study, this enzyme is correlated 
with a poor prognosis, suggesting an important role of ST6Gal I in 
malignant transformation, and a study performed in a larger series 
may show a prognostic value of ST6Gal I expression in patients with 
breast cancer. 

In the present study, no clear link could be established between the 
expression of ST3Gal IV (the enzyme involved in the synthesis of the 
Sialyl-Lewisx ligand) and prognostic factors or tumoral characteris-
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ment. Moreover, despite the relatively small size of the series for ~ 40 

survival analyses, we found that a high expression of ST3Gal Ill was 
associated with a reduced overall survival. According to the substrate 
specificity of the sialyltransferases, ST3Gal III, which prefers type I 
disaccharidic accepter, is the candidate for the synthesis of Sialyl
Lewis" epitope in vivo. The biosynthesis of Sialyl-Lewis determinants 
(Sialyl-Lewisx and Sialyl-Lewis") takes place in two steps: (a) the 
a2,3-sialylation of the terminal galactose residue of type I (Ga1{31-
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3GlcNAc) or type Il (Gal{31-4GlcNAc) disaccharide sequences; and Fig. 3. Over.>Jt survival analy.es of the patients with high ST3Gal Ill expression 
(n • 2S) comparee! with patients with low ST3Gal Ill expression (n • 24). The cutoff 

(b) the fucosylation of the GleNAc residue, in al-4 in the case of value was the median (74.8). No significant difference wu round for any other sialyl· 
Sialyl-Lewis", or in al-3 in the case of Sialyl-Lewisx. In such transfero.se. 
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tics. However, previous studies have indicated an increased expres
sion of Sialyi-Lewisx in breast cancer. Renkonen et al. (22) indicate 
that epithelial expression levels of Sialyl-Lewisx are even higher in 
metastatic tumors compared with primary lesions. Type II disaccha
ridic sequences (Galf31-4GicNAcJ31-R) are the precursors of Sialyi
Lewisx epitopes, but can be used as accepter substrates by different 
other glycosyltransferases (i.e., the {3-galactoside a2,6-sialyltransfer
ase, ST6Gal I, the al-2-fucosyltransferase leading to LewisY antigen), 
and the over expression of Sialyi-Lewisx epitopes could also reflect a 
change in the expression of these competitor enzymes. Nevertheless, 
in the present study in breast cancer tissues, ST3Gal IV expression is 
correlated with the expression of ST3Gal III, which synthesizes pref
erentially Sialyi-Lewis•. In another madel, the study by Ito et al. (11) 
indicates the presence in the same amount of these two enzymes in 
colorectal cancer tissues compared with nonmalignant colorectal mu
casa. In the same way, by the analysis of >300,000 transcripts derived 
from at !east 45,000 different genes, Zhang et al. (23) have identified 
>500 transcripts that were expressed at significantly different levels 
in normal and neoplastic gastrointestinal cells. Within these tran
scripts, ST3Gal IV was one of the largest decreascs in expression in 
tumor cells, whereas the expression of ST3Gal Ill is not affected. 
Thelle re~ulu ftuggeftt that if the expression of sialyltransfera.~es is 
involved in the prognosis of cancer grade or su vi val, it depends on the 
type of cancer. 

Finally, Sialyl Tn expression is correlated in breast cancer with 
prognostic parameters (5). The amount of ST6GalNAc 1 sialyltrans
ferase message, which synthesizes this motif, remains unknown be
cause this enzyme is not already cloned from human source. 

In conclusion, the multiplex RT-PCR, which can provide the anal
ysis of the expression of five sialyltransferases in biopsies in one 
reaction, showed the correlation of the expression of ST3Gal III and 
ST6Gal I with poor prognosis factors in patients with breast cancer. 
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C- Conclusion. 

L'utilisation d'amorces fluorescentes nous a permts d'augmenter les 

performances de notre méthode de co-amplification des fragments spécifiques de cinq 

sialyltransférases, et en particulier d'augmenter la sensibilité de la détection tout en 

conservant la linéarité de la réaction, et ceci tout en facilitant et en améliorant la 

quantification. 

Malgré une augmentation importante de la sensibilité, la spécificité de 

l'amplification a été préservée, aucune amplification non-spécifique n'ayant été mise en 

évidence. Cette optimisation de la méthode a été rendu nécessaire par les faibles 

niveaux d'expression des ARNm des sialyltransférases observés dans les biopsies de 

tumeurs mammaires. 

L'étude effectuée sur 49 biopsies de tumeurs mammaires (3 grade I, 18 grade II, 

18 grade III) nous a permis de tirer plusieurs enseignements : tout d'abord, l'expression 

de ST3Gal III est corrélée à l'expression des autres sialyltransférases (ST6Gal I, ST3Gal 

IV et ST3Gal 1), ST3Gal II n'étant pas ou très peu exprimée dans les tumeurs de sein. 

Par ailleurs, le taux d'expression de certaines sialyltransférases est associé à des facteurs 

pronostiques défavorables. Ainsi, l'expression de ST3Gal III est corrélée positivement à 

la taille de la tumeur et à la formation de nodules périphériques. La surexpression de 

ST3Gal III a aussi pu être associée à une survie plus courte. De même, la forte 

expression de ST6Gal I est plutôt associée au grade histopronostique III. Enfin, 

l'expression de ST6Gal 1 est inversement corrélée au nombre de récepteurs à la 

progestérone exprimés par les tumeurs. 

Ainsi, l'expression de ST3Gal III et ST6Gal I semble associée à de "mauvais" 

facteurs pronostiques. 

Compte tenu de sa spécificité de substrat, ST3Gal III est la candidate la plus 

probable pour la synthèse de déterminant sialyl Lewis3
. Une augmentation de 

l'expression de cette enzyme pourrait être associée à une augmentation de la synthèse de 

ce déterminant dans les cellules tumorales. La participation de ce déterminant dans la 

biologie cancéreuse, couplée à la présence de la E-selectine endothéliale, a été suggérée 

depuis de nombreuses années. Cependant, aucune corrélation entre l'expression de 
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ST3Gal lli et la concentration en E-selectine circulante (reflétant le taux de E-selectine 

endothéliale) n'a pu être déterminée. Cependant, cette étude n'a été réalisée que sur un 

nombre limité de cas. Une étude réalisée sur un plus grand nombre d'échantillons 

pourrait mettre en évidence une telle corrélation. 

Le déterminant sialyl Lewisx est lui aussi suspecté d'intervenir dans l'adhésion 

des cellules cancéreuses sur les endothéliums par l'intermédiaire de la E-selectine. 

Cependant, aucune corrélation entre l'expression de ST3Gal IV permettant sa synthèse 

et des facteurs pronostiques n'a pu être établie. Toutefois, l'expression de cette enzyme 

est corrélée avec celle de ST3Gal III suggérant que toutes deux participent à un 

phénomène identique. 

Une forte expression de ST6Gal I est également associée à un "mauvais" 

pronostic pour les patientes atteintes de cancer du sein. L'expression de cette enzyme a 

déjà été associée à la transformation maligne des cellules, par exemple lors de la 

transformation de fibroblastes de Rat par l'oncogène ras (Le Marer et al., 1992). Une 

expression élevée de ST6Gal I a été également observée dans des adénocarcinomes 

coliques comparés aux tissus normaux (Li et al., 1995). Ici également, une étude élargie 

à un plus grand nombre de cas pourrait confirmer ce que nous pressentons, à savoir que 

cette enzyme pourrait être un facteur pronostique du cancer du sein. 

La corrélation que nous avons observée entre le taux d'expression de ST6Gal I et 

la perte des récepteurs à la progestérone nous laisse entrevoir une possible régulation de 

l'expression de ST6Gal I par cette hormone. Une régulation de l'expression de cette 

enzyme par des hormones stéroïdes telles que la dexamethasone et l'hydrocortisone a 

déjà été observée (Vandamme et al., 1993; Hamr et al., 1997). Nous envisageons dès à 

présent de tester cette hypothèse sur un modèle de cellules de cancer de sein en culture. 
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Depuis de nombreuses années des changements de glycosylation et en particulier 

de sialylation ont été observés lors du processus de cancérisation (Feizi, 1985). L'une 

des hypothèses actuelles suppose que les motifs sialyl-Lewisx et sialyl-Lewisa portés par 

les cellules cancéreuses pourraient être reconnus par les sélectines des cellules 

endothéliales et interviendraient lors de la formation de métastases (Bergh et al., 1991; 

Takada et al., 1993). Le rôle des sialyltransférases responsables de la formation des 

structures sialylées commence seulement à être appréhendé. En effet, l'accélération de 

l'identification des ADNe des sialyltransférases à partir des années 1993-94, a permis de 

montrer que certaines de ces enzymes pouvaient agir sur les mêmes substrats accepteurs 

et donc ne pouvaient être différenciées par un test enzymatique in vitro. De ce fait, 

l'étude précise des mécanismes de sialylation passe par la détermination du niveau 

d'expression des ARNm des sialyltransférases. Les ARNm de ces enzymes étant 

généralement faiblement exprimés, nous avons choisi de développer une technique de 

Multiplex RT-PCR permettant de visualiser en une seule réaction le profil d'expression 

de cinq sialyltransférases dans un type cellulaire donné. 

Appliquée aux cellules cancéreuses mammaires, cette technique a démontré son 

efficacité, sa rapidité d'exécution et sa fiabilité. Elle a, de plus, l'avantage d'être 

utilisable sur de faibles quantités de matériels biologiques. Les connaissances portant 

sur l'expression des sialyltransférases dans le cancer du sein étaient très limitées. Le 

choix de quatre lignées se différenciant par leur caractère tumoral ou métastatique, ne 

nous a cependant pas permis de tirer une conclusion simple quant aux relations existant 

entre l'expression des sialyltransférases et un phénotype particulier. De plus, l'étude de 

l'expression de sialoglycoconjugués à l'aide de lectines et l'étude des activités 

sialyltransférasiques mesurées in vitro n'ont pu être facilement corrélées à l'expression 

des ARNm des sialyltransférases. En effet, les lectines reconnaissant les structures 

sialylées ont une spécificité large et il en est de même pour les substrats utilisés pour les 

mesures d'activités qui peuvent être des substrats accepteurs pour plusieurs activités 

enzymatiques. Cependant, même si les sialyltransférases sont fortement régulées au 

niveau transcriptionel, cette régulation ne peut expliquer qu'en partie l'apparition des 

déterminants sialylés à la surface cellulaire. D'autres aspects ne peuvent être écartés : 

une régulation post-traductionelle, une différence de localisation enzyme - substrat -
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nucléotide de transfert, la concentration en substrats accepteurs qui peut être 

conditionnée par la dérégulation d'autres glycosyltransférases intervenant en amont dans 

la biosynthèse des glycannes sialylés. 

Quoiqu'il en soit, l'étude de l'expression transcriptionelle des sialyltransférases 

est l'une des approches permettant d'aborder les mécanismes participant aux variations 

de sialylation observées dans les cancers. 

Par la suite, la technique de Multiplex R T -PCR a également été appliquée à 

d'autres types de cellules cancéreuses. 

Au niveau des cellules coliques cancéreuses HT29-MTX, cette technique a 

permis de montrer que l'augmentation d'activité de transfert d'acide sialique sur 

l'accepteur Galf31-3GalNAc-0-benzyl observée lors du traitement par un inhibiteur de 

0-glycosylation était le résultat d'une augmentation du même ordre de grandeur de la 

transcription de ST3Gal I, résultat confirmé par Northem-Blot. La Multiplex RT-PCR a, 

de plus, montré que les deux autres enzymes pouvant être responsables de cette activité 

: ST3Gal II et ST3Gal IV n'intervenaient pas. En effet, ST3Gal II n'est pas exprimée 

dans ces cellules, tandis que la transcription de ST3Gal IV ne varie pas sous l'effet de 

l'inhibiteur. 

Au niveau des cellules de la peau, cette technique a montré qu'il n'y avait pas de 

différence d'expression des trois sialyltransférases (ST3Gal I, ST3Gal II et ST3Gal IV) 

participant à la sialylation du motif Galf31-3GalNAc reconnu par la PNA, dans deux 

clones de mélanomes IC8 non métastatiques et TIC3 métastatiques, se différenciant 

pourtant au niveau de leur reconnaissance par la PNA. Ces résultats suggèrent que cette 

différence de phénotype est le reflet d'un mécanisme distinct de la régulation 

transcriptionelle des sialyltransférases. De plus, au niveau des kératinocytes, cette 

technique de Multiplex RT-PCR a également montré que l'induction par l'interféron y 

de la différenciation des kératinocytes se traduit par une augmentation de la 

transcription de deux sialyltransférases exprimées par ces cellules : ST3Gal I et ST3Gal 

IV. Cette augmentation est de plus proportionnelle à la quantité d'interféron y ajoutée 

dans le milieu de culture. 

Ces diverses applications au niveau cellulaire nous ont permis d'apprécier les 

potentialités de la technique et de pouvoir ainsi passer à une étape ultérieure, à savoir 

son application aux biopsies de tumeurs mammaires. 
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Pour tenter de comprendre les relations existant entre l'expression des 

sialyltransférases et la formation de tumeurs, une étude sur l'expression de ces enzymes 

dans quarante-neuf tumeurs de patientes atteintes de cancer du sein a été entreprise. 

Pour cette étude, nous avons utilisé des amorces fluorescentes permettant en outre une 

diminution des seuils de détection et une meilleure quantification des produits 

d'amplification. Nous avons tout d'abord revérifié la linéarité des amplifications 

obtenues par Multiplex RT-PCR ainsi que la spécificité de cette réaction. En effèt, 

l'augmentation de la sensibilité ne fait pas apparaître d'amplification non-spécifique. 

Les résultats obtenus au niveau des quarante-neuf biopsies montrent que l'expression de 

ST3Gal III, enzyme impliquée dans la synthèse du motif sialyl-Lewisa, est corrélée 

positivement à l'expression de ST6Gal I, ST3Gal I et de ST3Gal IV, à la taille de la 

tumeur, et au nombre de ganglions. De plus, les patientes ayant une forte expression de 

ST3Gal III ont une survie plus courte que les patientes ayant une faible expression de 

cette enzyme. Une expression importante de ST6Gal I est associée au grade 

histopronostique III. De plus, l'expression de ST6Gal I est corrélée négativement au 

nombre de récepteurs de la progestérone. 

Ainsi, ces résultats semblent montrer que l'expression de ST3Gal III et de 

ST6Gal I sont des marqueurs de l'évolution des processus de tumorisation chez les 

patientes atteintes de cancer du sein. La progestérone semble aussi être impliquée dans 

la régulation de ST6Gal L Ce phénomène pourrait être approfondi en étudiant l'effet 

d'hormones stéroïdes telles que la progestérone et les hormones oestrogènes sur la 

transcription des sialyltransférases dans des ce1lules en culture. 

Nos résultats ont montré que l'expression de ST3Gal III est associée à un 

mauvais pronostic dans le cancer du sein. Cette enzyme synthétise le motif sialyl

Lewisa. L'implication de ce motif ainsi que du motif sialyl-Lewisx dans la formation des 

métastases par le phénomène d'extravasion à l'aide de selectines est suggérée depuis de 

nombreuses années. Cependant, l'expression de ST3Gal IV, synthétisant le motif sialyl

Lewisx, ne semble pas être un facteur pronostique de l'évolution des tumeurs du sein. 

De plus, la forte expression de ST6Gal I qui est en compétition avec ST3Gal IV pour le 

motif Galj31-4GlcNAc précurseur du sialyl-Lewisx pourrait en partie masquer l'action 

de ST3Ga1 IV. 
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Il ne tàut cependant pas oublier que l'expression transcriptionelle d'une enzyme 

n'est qu'en partie le reflet de son activité. En effet, les propriétés enzymatiques sont 

différentes d'une sialyltransférase à une autre. Par exemple, dans la famille des ST3Gal 

murines, les propriétés cinétiques mesurées in vitro dans des conditions comparables 

par Kono et al. (1997) montrent que le rapport VM/KM de ST3Gal I est de 61 000 pour 

le motif de type III (Galf31-3GalNAc) alors qu'il est de 250 pour ]e motif de type I 

(Galf3 1-3GicNAc ). Cependant le rapport de V M'KM de ST3Gal III est de 270 pour le 

motif de type I alors que pour les motifs de type II (Galp 1-4GlcNAc) et III, il est 

respectivement de 15 et de 9. Ainsi ST3Gal III agit majoritairement sur les motifs de 

type I et ST3Gal I sur les motifs de type III. Cependant, pour un même niveau de 

transcription de ces deux enzymes, ST3Gal I aura une plus forte activité de transfert 

d'acide sialique sur les motifs de type III que celle de ST3Gal III sur les motifs de type I. 

De plus, ces deux enzymes possèdent pratiquement le même rapport VM/KM pour le 

motif de type I et seraient donc susceptibles de participer toutes deux à la biosynthèse 

du déterminant sialyl-Lewisa. Ces deux enzymes sont fortement exprimées dans les 

biopsies de cancer du sein et leurs expressions transcriptionelles sont corrélées. 

Pourtant, il ne faut pas oublier non plus que ces activités enzymatiques sont mesurées in 

vitro et qu'elles peuvent différer de celles exercées in vivo. 

Dans la perspective de la poursuite de ce travail, plusieurs orientations peuvent 

être envisagées : 

Il serait tout d'abord intéressant d'étudier l'expression des sialy1transférases dans 

des tissus "normaux "de sein, et dans un nombre plus important de tissus au premier 

stade de tumorisation (grade histopronostique I). En effet, dans l'étude que nous avons 

réalisée, les tumeurs de grade I étaient en nombre trop limité (trois) pour que l'on puisse 

tirer des enseignements significatifs des résultats obtenus. Une étude parallèle sur des 

métastases provenant de tumeurs du sein peut être également envisagée. Les résultats de 

ces études devraient nous permettre de vérifier qu'une variation de transcription de 

sialyltransférases (ST3Gal III, ST6Gal I, etc ... ) serait associée à la formation de tumeurs 

et/ou de métastases et nous permettraient aussi d'obtenir peut-être un marqueur précoce 

de la formation des tumeurs. 

Il est dès à présent envisageable d'étendre ces études à des biopsies issues 

d'autres types de cancers épithéliaux. En effet, même si le phénomène d'hypersialylation 
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semble être associé à un grand nombre de types de cancers, il est pour le moment 

impossible de relier précisément ce phénomène à l'expression d'une ou plusieurs 

sialyltransférases. En d'autres termes, la surexpression de ST3Gal III et de ST6Gal I est

elle un marqueur pronostique généralisable à d'autres cancers épithéliaux, ou existe-il 

d'autres enzymes associées à la progression tumorale des cancers coliques ( detLxième 

cause de mortalité par cancer) ou de la peau (l'un des cancers les plus agressifs). 

De nombreuses études ont montré qu'un autre déterminant sialylé, le sialyl-Tn, 

est un marqueur pronostique de certains cancers et notamment du cancer du sein 

(Itkowitz et al., 1990; Miles et al., 1994). Il serait très intéressant d'obtenir des 

informations sur l'expression de ST6GalNAc I, enzyme participant à sa biosynthèse 

(Tableau IV, page 42 et 43). L'expression de ST6GalNAc I pourrait être aussi un 

marqueur de l'évolution tumorale qui serait d'autant plus fiable que cette enzyme 

intervient dans les toutes premières phases de la biosynthèse des 0-glycannes (Figure 5, 

page 14 ). Ainsi son action n'est que très peu conditionnée par la dérégulation d'autres 

glycosyltranférases. Toutefois, l'ADNe de cette enzyme n'a été cloné que chez le Poulet 

et son clonage chez l'Homme pourrait être envisagé. 

La mise en place de modèles cellulaires permettant de vérifier les observations 

effectuées in vivo serait également une autre alternative. La technique de culture 

primaire de cellules épithéliales mammaires normales et cancéreuses permet d'utiliser 

ces cellules à faible passage, celles-ci issues de donneuses ayant des caractéristiques 

différentes, telles que l'âge, le nombre d'enfants, pour les donneuses en bonne santé ou, 

telles que des caractéristiques tumorales différentes, pour les donneuses atteintes de 

cancer .. 

Des agents pharmacologiques tels que l'acide rétinoïque et le butyrate de sodium 

inhibent la prolifération, et la différenciation des cellules épithéliales normales et 

cancéreuses du sein (Lambrecht et al., 1998). Par ailleurs, il a été démontré que le 

butyrate de sodium, ou les hormones stéroïdes modulent l'expression des 

sialyltransférases et notamment de ST6Gal 1 (Shah et al., 1992~ Vandamme et al., 

1993). Il serait donc intéressant de déterminer si l'inhibition de la prolifération cellulaire 

s'accompagne de modifications d'expression des sialyltransférases dans ces cellules. 

La surexpression de sialyltransférases dans des lignées épithéliales mammaires 

permettrait de déterminer l'évolution des caractéristiques phénotypiques de la cellule. 
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Par exemple, une surexpresswn de ST3Gal I conduit-elle à une augmentation des 

déterminants sialyl-Lewis3 présent au niveau cellulaire? 

Il est également possible que les résultats de futurs clonages d'ADNe de 

sialyltransférases montrent qu'il existe d'autres enzymes participant à la biosynthèse des 

déterminants sialylés pouvant avoir la même spécificité de substrats que les 

sialyltransférases déjà connues. Ainsi, i1 existerait peut-être par exemple d'autres 

sia1yltransférases que ST3Gal IV qui participeraient à la biosynthèse du déterminant 

sialyl-Lewisx. 

Aussi, ]es résultats que nous avons obtenus au cours de ces travaux ne sont que 

les prémices intéressantes d'études qui permettraient l'utilisation de l'analyse de 

l'expression des sialyltransférases comme marqueurs pronostiques des cancers. Il reste à 

déterminer l'implication des sialyltransférases dans les mécanismes conduisant à la 

formation et à l'évolution des tumeurs jusqu'à la formation des métastases. 
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CULTURE CELLULAIRE. 

HBL 100, lignée cellulaire épithéliale humaine de sein (Gafiney et al, 1979), 

nous a été gracieusement fournie par le Dr. M. Crépin, Paris, France. Les cellules 

MCF7/AZ et MCF7/6 (Bracke, 1991) dérivent de la lignée originelle MCF7 (Soule et 

al., 1973),et les cellules MDA-MB-231 (Cailleau et al, 1974) nous ont été 

gracieusement fournis par le Pr. M.M. Mareel (Laboratory of Experimental 

Cancerology, University hospital Ghent, Belgium). Les lignées ont été cultivées dans un 

milieu DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium, Gibco/BRL, France) contenant 

10 % de sérum de Veau foetal (Gibco ), en présence de 1 % d'acides aminés non 

essentiels (Eurobio, France), 2 mM de glutamine, 5Jlg/ml d'insuline (Organon, France) 

et d'antibiotiques ( 40 Jlg/ml of streptomycine ; 40 UI/ml of Pénicilline). 

Les cellules HepG2 (ATCC) ont été obtenues grâce au Dr. B. Laine (Institut 

Pasteur, Lille, France) et cultivées dans un milieu DMEM contenant 10% de sérum de 

Veau foetal (Gibco), en présence de 1 % d'acides aminés non essentiels (Eurobio, 

France), 2 mM de glutamine (Organon, France) et d'antibiotiques (40 Jlg/ml of 

streptomycine; 40 UI/ml of Pénicilline). Toutes les cellules ont été cultivées à 37°C en 

atmosphère humide à 5 % de co2. 
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TECHNIQUE PERI\tiETTANT DE VISUALISER L'AGREGATION DES 

CELLULES. 

Les flacons de 75 cm2 de cellules sont rincés 3 fois avec du PBS, et incubés 

pendant 30 min avec 3 ml/ flacon de 75 cm2 de collagenase A (Clostridium 

histolyticum, Boehringer Manheim) 0,1 U/ml PBS (-CA, Mg). Puis les cellules sont 

incubées pendant 15 min avec 3 ml/ flacon de 75 cm2 de Trypsin!EDTA, dont J'excès a 

été enlevé par aspiration. Les cellules sont ensuite remises en présence de milieu de 

culture et incubées toute la nuit. 

L'agrégation est mesurée selon le protocole suivant : un flacon de 75 cm2 de 

cellules à confluence sert pour réaliser 3 essais. Les cellules, se détachant, sont 

centrifugées et resuspendues dans 1,5 ml de CMF-HBSS (Ca, Mg free-Hanks' buffered 

salt solution)+ l mg sérum albumine bovine/ml+ 0,1 mg de DNase/ml + 40 mM Hepes 

+ 1 g de Glucose/ml, contenant aussi 0,04% EDTA ou 1,25 mM CaCI2. Deux fois 0,4 

ml de cette suspension sont prélevés et placés dans deux plaques de 24 puits (Nunclon), 

coatées à la sérum albumine bovine 10 mg/ml de CMF-HBSS (chauffé à 75°C pendant 

1 h) pendant 1 h à température ambiante et rincées trois fois avec du PBS (- Ca2
+, 

Mg2l. Les plaques sont incubées pendant 30 min sur un agitateur rotatif 

(85révolutions/min) à 37°C. Les cellules sont ensuite fixées avec deux fois 1 ml de 

glutaraldéhyde à 2,5% et 12,6 ml de NaCl à 0,9%. 

Le nombre de particules est compté à l'aide d'un compteur Coulter (ZM, Coulter 

Counter Electronics LTD, Luton, Angleterre) au début de l'expérience et après 30 min 

(dans les conditions suivantes: Current (334); Full Scale (10 mA); Polarity +; Lower 

Threshold 5,0 J!M Upper Threshold 99,9; Alarrn Threshold off; Attenuation 32, Preset 

Gain 2,). 500 111 sont aspirés et on obtient ensuite les courbes. 

Le diamètre moyen des particules est calculé, après 30 min de contact. 
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MESURE DES ACTIVITES SIAL YL TRANSFERASIQUES. 

A - Préparation des homogénats cellulaires. 

Les cellules ont été décollées mécaniquement (par grattage) dans du PBS pH 7,4 

(NaH2P04 10 mM, NaCl 153 mM), lavées plusieurs fois dans le PBS et lysées par un 

tampon cacodylate/HCI 10 mM pH 6,5 contenant 1 % de Triton X-100, 0,5 mM de 

dithiothréitol, 20 %de glycérol et 5 mM de MnCl2 à raison de 0,3 ml 1 flacon de 75 

cm2
. Après 10 min de contact dans la glace et centrifugation 15 min à 10000 g à 4°C, 

les surnageants sont conservés à -20 oc en vue de leur utilisation pour les mesures 

d'activités sialyltransférasiques ou pour les électrophorèses en gel de polyacrylamide. 

La quantité des protéines présentes dans les différents homogènats ce11ulaires est 

déterminée par la méthode de Lowry et al. (1951) modifiée par Peterson (1977). La 

gamme étalon utilisée est une gamme de dilution de la Sérum Albumine Bovine 

B -1Wesure des activités sialyltransférasiques. 

Les incubations ont été réalisées en double. Pour un volume final de 60 ~1, le 

milieu réactionnel contient : 

- 20 ~1 d'homogénat cellulaire 

- 25 ~~ de tampon cacodylate de Na 240 mM pH 6,5; 0,48 mM Gal (inhibiteur des 

galactosidases); 2,4 mM 2,3-déhydro-2-désoxy-NeuSAc (inhibiteur des sialidases) et 

contenant 1,6% de Triton X-100 

- 10 ~1 d'une solution à 10 mM substrat exogène: asialo-fétuine, asialo-orosomucoïde 

(ASOR), Galb 1-3GalNAc-benzyl etc ... 

- 125 nCi d'une solution de CMP-[14C]-Neu5Ac à 250 mCi 1 mmol. 

L'ensemble a été incubé 1 h, 2 h et 4 h à 37°C et l'incorporation a été déterminée 

par chromatographie descendante dans le solvant pyridine/acétate d'éthyle/acide 

acétique/eau (5/5/1/3; VN) sur papier Whatman n°3 et comptage en scintillation liquide 

(Vandamme et al., 1993). 
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ELECTROPHORESE ET REVELATION DES GLYCOPROTEINES 

CELLULAIRES PAR LES LECTINES. 

Les glycoprotéines des homogénats cellulaires ont été fractionnées par 

électrophorèse en gel de polyacrylamide en présence de SDS (gradient 4 - 20 %) dans 

des conditions réductrices à raison de Il 0 j.lg de protéines par dépôt, 1 j.lg de fétuine 

étant utilisé comme témoin. Après électro-transfert sur membrane de nitroceJlulose, les 

glycoprotéines ont été incubées en présence de lectine couplée à la digoxygénine à 

raison de 1 j.lg/ml de TBS pour la SNA, et la MAA et 2 j.lg/ml pour la PNA Les lectines 

ont ensuite été révélées à l'aide d'un fragment Fab anti-digoxigénine couplé à la 

phosphatase alcaline en utilisant le protocole préconisé par le fournisseur ("glycan 

differentiation kit", Boehringer), la coloration est réalisée à l'aide de 5-bromo-4-chloro-

3-indolphosphate (X-posphate) et de nitrobleu de tétrazolium (NBT). 

L'analyse de la fixation de la PNA est réalisée soit directement, soit après 

traitement des glycoproteines par la sialidase de Clostridium perfringens (Sigma) 

pendant 16 h à 37°C, à raison de 50 mU/ml dans un tampon citrate de sodium 50 mM 

pH 6,0, NaCl 153 mM, CaCh 9 mM. 
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EXTRACTION ET QUANTIFICATION DES ARN TOTAUX. 

A -Extraction des ARN totaux de cellules en culture. 

Les ARN totaux des cellules sont extraits par une méthode au thiocyanate de 

guanidium et au chlorure de césium (Sambrook et al., 1989). Tous les produits sont 

autoclavés 1h à 130°C à 1,5 atm pour prévenir l'éventuel présence de toute activité 

ARNasique. Toutes les manipulations sont effectuées avec des gants. 

Après élimination du milieu de culture, les cellules sont lavées par du PBS. Les 

cellules d'un flacon de 75 cm2 sont ensuite lysées par 3 ml d'un tampon 

d'homogénéisation au thiocyanate de guanidium. L'ADN nucléaire est coupé par 

traitement aux ultra-sons (3 . 1 s, intervalles de repos de 20 s ). 0,10 g de chlorure de 

césium sont ajoutés par ml de surnageant. Celui-ci est alors ultracentrifugé sur un 

coussin d'une solution de chlorure de césium 5,7 M dans 0,01 M d'EDTA pH 7,3 (à 

raison de 1,2 ml de coussin pour 3,8 ml d'homogénat) à 35 000 rpm pendant 16h. 

Les culots d'ARN sont rincés par de l'éthanol à 70% et homogénéisés par 400 111 

de tampon acétate de sodium 3 M pH 5,5 , f3-mercaptoéthanol 14,3 M, 20 % sarkosyl 

pH 6,1; puis extraits par une extraction phénoVtris-chloroforme (VN). Enfin, les ARN 

sont précipités 2h à -20°C ou 30 min à -80°C par addition d'1110 du volume d'acétate de 

Na 3M, pH 5,2 et 2 à 2,5 volume d'éthanol froid. Après centrifugation, les culots sont 

lavés à l'ethanol 70 %, séchés, redissous dans de l'eau et la quantité, ainsi que la pureté 

des ARN sont déterminées par mesure de l'absorbance à 260 nm et à 280 nm. 

B - Extracdon des ARN totaux de Biopsies 

Les ARN totaux de biopsies ont été isolés à l'aide du kit Tri-Reagent TM, 

(Sigma). Les échantillons de tumeurs sont homogénéisés dans 1 ml de Tri-Reagent à 

l'aide d'un Potter. En suivant les instructions du Kit à fin de minimiser les possibilités de 

contaminations par de l'ADN génomique, 2 étapes supplémentaires ont été réalisées. La 

première consiste à la centrifugation de l'homogènat 12000 g pendant 10 min à 4°C, 

afin d'éliminer le matériel insoluble. Ensuite, l'ARN est précipité à l'aide d'isopropanol 

en deux étapes. Le culot d'ARN est lavé avec de l'ethanol à 75 % (VN), centrifugé et 

séché pendant 5-10 min. sous-vide, puis reprécipité. Les ARN sont conservés à -80°C, 
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sous forme de précipité ethanolique. Après une nouvelle centrifugation, les culots sont 

lavés à l'ethanol 70 %, séchés, redissous dans de l'eau et la quantité, ainsi que la pureté 

de l'ARN sont déterminées par mesure de l'absorbance à 260 nm et à 280 nm. 

Par la suite une nouvelJe étape de purification s'est avérée nécessaire, une 

extraction phénol/tris-chloroforme (V N) a été réalisée sur les échantillons comme 

décrite precedemment. 
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RT-PCR. 

A - Reverse-Transcription. 

5 flg d'ARN totaux extraits de cellules sont chauffés à 65° C pendant 10 min et 

reverse transcrit à l'aide du kit First-Stand eDNA Synthesis (Pharmacia Biotech, USA) 

dans un volume final de 33 f..Ll contenant 11 f..Ll de Bulk Reaction Mix, 1 f..Ll de 200 mM 

DTT, 1f..Ll de Not I d(T)Ig bifunctional primer (5 Jlg/Jll) dilué au 1:25 et incubé 1 heure 

à 37°C. 1 à 2 f..Ll, en générale, de la réaction de reverse-transcription ont été utilisé dans 

les réactions de PCR permettant l'amplification des sialyltransférases et de la GAPDH 

en utilisant, à chaque fois les amorces spécifiques. 

B-PCR. 

Les séquences des Sialyltransferases et de la GAPDH humaines ont été obtenues 

dans la banque de données Genbank™/EMBL et ont été utilisées pour la désignation 

des paires d'amorces à l'aide du logiciel Primer Premier Version 3.1 Biosoft 

International, Palo Alto, USA). Les oligonucleotides ont été synthétisés et purifiés par 

Eurogentec s.a. (Belgique). 

Les 25 111 de mixe réactionnel pour la PCR consiste en 0,6 Unité de Hi-Taq 

DNA polymerase (ou 1 Unité pour la multiplex PCR des quatre sialyltransférases, ou 

2,5 Unité pour la multiplex PCR des cinq sialyltransférases), 10 mM Tris-HCI pH 8,8; 

1,5 mM MgCl2· 50 mM KCl; 0,1% Triton X-100; 0,2 mM dNTP et 0,6 f..LM de chaque 
' 

amorce. Les échantillons sont recouverts par 2 gouttes d'huile minérale (Sigma Chem. 

Corp., st Louis, USA). Les réactions de PCR se déroulent dans l'appareil PTC-100™ 

thermal cycler (MJ Research, Watertown , USA). Les contrôles négatifs (témoins 

blancs) sont réalisés sans ADNe remplacé par de l'eau stérile afin de s'assurer d'une 

absence de contamination. 

Pour les sialyltransférases (amplification simple ou par Multiplex PCR des 

quatre sialyltransférases) et le premier couple choisie pour la GAPDH, le programme 

utilisé est le suivant : 1 min de dénaturation à 94 °C, suivi de 1 min à 58 oc pour 

l'hybridation et de 1,5 min pour l'extension à 72°C, pendant 36 cycles pour les 
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amplifications simples ou par Multiplex PCR des quatre sialyltransférases et 30 cycles 

pour la GAPDH. 

Pour le deuxième couple choisie pour l'amplification de la GAPDH, le même 

programme à été utilisé, avec une température d'hybridation de 69°C, le nombre de 

cycle varie en fonction des expériences suivant le rendement de la retrotranscription . 

Pour le couple choisie pour l'amplification de ST3Gal II, ainsi que pour la 

Multiplex RT-PCR des cinq sialyltransférases, le programme utilisé est le suivant : 1 

min de dénaturation à 94 °C, suivi de 1 min à 62 oc pour l'hybridation et de 2 min pour 

l'extension à 72°C. Le nombre de cycle est variable suivant les expériences. 

Chaque réaction de PCR débute par 2 min de dénaturation à 94 oc et se termine 

par 7 min d'élongation à 72°C. 

C- Analyses des produits de PCR. 

10 1-11 d'une traction aliquote des réactions de PCR sont déposés sur un gel de 

polyacrylamide à 10% ou sur gel d'agarose à 1,5% équilibré dans du tampon TBE pH 

8,8 (Tris base 0,133 M; acide borique 45 mM; Na2EDTA 2,55 mM). Les gels sont 

colorés avec du bromure d'éthidium (1 !lg/ml), et photographiés à l'aide des films 

Polaroïd sous lumière UV. 

L'intensité du signal obtenu pour chaque bande a été mesurée par numérisation 

de la photo à l'aide du Hewlett-Packard ScanJet 4c Scanner et du logiciel Deskcan II et 

par analyse densimétrique (logiciels Quantiscan, Biosoft, USA). 

La taille des fragments générés a été estimée grâce à la migration du témoin de 

taille, 1 kb DNA Ladder (Gibco-BRL, France). 

Au niveau des fragments obtenus, après RT-PCR, à l'aide d'amorces 

fluorescentes, (les amorcess 5' de chaque couple ont été marquées à l'aide d'un 

fluorophore, la 6-carboxy-2',4',7',4,7 hexachlorofluorescéine, HEX, pour les 

sialyltransférases et de la, 6-carboxy-hexachlorofluorescéin, 6-F AM, pour la GAPDH), 

1/60 ou 116 des mixes réactionnels ont été déposés sur gel de polyacrylamide à 6 %, 

urée 8 M, sur le séquenceur automatique Applied Biosystem (Perkin-Elmer). Des 

marqueurs de masse moléculaire marqués à l'aide de 6-carbox)'-X-rhodamine, 

provenant d'Applied Biosystem, ont été co-déposés. Les résultats ont été analysés à 

l'aide du logiciel Genescan 672 (Applied Biosystem). 
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D- Vérification des bandes amplifiées. 

Les produits d'amplification ont été sous-clonés à l'aide du TA Cloning1M Kit. 

Après RT-PCR de chacune des bandes séparément, vérification sur gel, l'huile à été 

enlevée, et le reste de la réaction de RT-PCR après une purification par du 

Chloroforme/Alcool isoamylique (24/1) et précipitation par l'Ethanol (addition d'l/10 

du volume d'acétate de Na 3M, pH 7 et 2 à 2,5 volume d'éthanol froid), les culots sont 

séchés et redissous dans la quantité d'eau nécessaire pour deux sous clonage. 

La préparation de l'ADN plasmidique contenant les inserts a été réalisée à l'aide 

du kit Jet Star (Genomed Inc., USA). Cet ADN a été sequencé à l'aide du kit 

Sequenase™ Version 2.0 DNA Sequencing kit (USB, USA) et du dATP-[alpha35S] (37 

TBq/mmol) (ICN, USA). 
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