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Les variations de glycosylation les plus fréquemment observées au niveau des 

cellules tumorales, sont portées par les O-glycosylprotéines de type mucine. Ces 

altérations donnent lieu à des glycosylations aberrantes conduisant à l’expression 

d’antigènes glucidiques, tels que l’antigène sialyl-Tn (NeuAc α2-6 GalNAc α1-O 

Ser/Thr). Fréquemment exprimés dans les tissus malins et rarement dans les tissus 

normaux, ils sont considérés comme marqueurs de tumeurs et sont très utilisés dans 

l’immunothérapie anticancéreuse. 

Dans un premier temps, nos études ont porté sur la construction d'une 

néoglycoprotéine utilisable dans une stratégie de vaccination anticancéreuse. Nous 

avons alors développé une procédure de purification de glycopeptides sialyl-Tn, 

basée sur une méthode de chromatographie séquentielle. Nous montrons que la 

néoglycoprotéine, préparée par la conjugaison des glycopeptides sialyl-Tn sur la 

protéine P40, protéine recombinante de l'OmpA de Klebsiella pneumoniae, est capable 

d'induire une réponse immune significative chez la souris. Nos résultats suggèrent 

que la protéine recombinante P40 est capable d'induire une réponse anticorps, 

dirigée contre des antigènes glucidiques marqueurs de tumeurs. 

Dans une deuxième étape, nous avons montré que la protéine recombinante 

P40 ne présentait pas de propriété lectinique, contrairement à ce que nous pouvions 

attendre d'une protéine bactérienne membranaire. Mais les propriétés 

immunologiques ainsi que celles de protéine porteuse de la protéine bactérienne 

recombinante P40, en font une alternative attractive pour son utilisation en 

vaccination anticancéreuse et anti-infectieuse. 
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La glycosylation constitue l’une des modifications post-traductionnelles les 

plus importantes des protéines, tant d’un point de vue répartition que d’un point de 

vue des fonctions biologiques jouées par les glycannes. Il apparaît en effet qu'ils 

jouent un rôle important dans de nombreux phénomènes biologiques comme par 

exemple les phénomènes de reconnaissance cellulaire. Il a été observé que ces 

oligosaccharides sont souvent caractéristiques d’un type cellulaire et que dans des 

conditions pathologiques, des changements de ces glycannes sont observés. 

C'est pourquoi, depuis plusieurs décennies de nombreux auteurs se sont 

penchés sur les “aberrations” de glycosylation retrouvées au niveau des cellules 

cancéreuses. 

 

 

De part l'importance du nombre de personnes qu'il atteint, le cancer constitue 

un problème majeur de santé publique. Le terme de "cancer" désigne alors plus d'une 

centaine de maladies qui se caractérisent par la croissance incontrôlée de cellules 

anormales. Il semble être dû au dérèglement de la division de quelques-unes des 

milliards de cellules qui constituent les êtres pluricellulaires. 

Sous l'effet de facteurs de l'environnement, de certains agents chimiques ou 

physiques, de certains virus ou spontanément, le génome humain subit constamment 

des lésions qui sont habituellement réparées. Si le système de réparation est 

défectueux ou "débordé", la cellule conserve ces altérations et devient anormale. 

Les cellules normales ne se divisent que suivant des signaux envoyés par les 

cellules voisines. La cellule devenue tumorale ne répond plus correctement aux 

signaux environnants et échappe alors à toute régulation. Elle s'engage dans un 

processus anarchique qui conduit par accumulation successive d'anomalies 

génétiques au développement d'un cancer. Cette cellule croît pour former la masse 
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tumorale et envahit les tissus adjacents. Des cellules issues de cette tumeur peuvent 

alors s'échapper et migrer vers d'autres tissus ou organes plus éloignés pour y 

développer une tumeur secondaire. 

Le cancer est donc lié à une perturbation de la division cellulaire. 

Normalement les cellules sont équipées d'un mécanisme de sécurité : les lésions de 

l'ADN déclenchent le mécanisme d'apoptose qui ne nuit pas à l'organisme mais 

élimine les menaces potentielles que représentent ces mutations cancérogènes. Les 

tumeurs apparaissant dans les tissus, naissent des rares cellules génétiquement 

modifiées qui échappent à ce contrôle (Weinberg, 1996). 

Dans un deuxième temps, les cellules tumorales acquièrent la capacité à 

migrer vers d'autres tissus et à les coloniser. La tumeur est capable d'émettre des 

messagers (les facteurs angiogènes) qui vont contraindre le vaisseau sanguin le plus 

proche à former de nouveaux capillaires. Irriguée par ce procédé, la tumeur peut 

alors continuer son expansion. Elle infiltre ensuite les tissus sains adjacents et 

poursuit son processus d'invasion. Le processus de métastase va alors s'organiser en 

4 étapes (Ruoslathi, 1996): 

! Des cellules tumorales vont se dissocier de la tumeur grâce à la perte des 

molécules qui assurent l'adhésion des cellules entre elles. 

! Les cellules cancéreuses atteignent la circulation sanguine en dissolvant, grâce 

aux métalloprotéases, les matrices extracellulaires et les membranes basales des 

cellules endothéliales qui forment le revêtement interne du vaisseau sanguin. 

! Une fois dans le sang, elles doivent s'ancrer rapidement à l'endothélium et 

échapper à la vigilance du système immunitaire. Seule une cellule sur dix mille 

survit et fonde une nouvelle tumeur. 

! Piégées dans les capillaires sanguins elles peuvent développer une tumeur 

secondaire. Le système d'adressage moléculaire présent à la surface cellulaire 

détermine les sites spécifiques de métastase. 

 

C'est en empruntant le mécanisme d'extravasion utilisé par les globules blancs 

pour accéder au site inflammatoire, que les cellules cancéreuses métastasent. Elles 

expriment à leur surface les motifs sialyl-Lea et sialyl-Lex, responsables de l'adhésion 



 3

à l'endothélium vasculaire, qui sont habituellement retrouvés sur les lymphocytes. 

Elles miment un mécanisme existant des cellules normales et en particulier les 

glycannes exprimés à la surface des cellules. 

 

L'altération des glycoprotéines à la surface des cellules cancéreuses est donc 

directement impliquée dans la progression tumorale. Avec ces altérations de la 

glycosylation, les propriétés antigéniques des cellules cancéreuses s'en trouvent 

modifiées. Ces propriétés antigéniques sont en partie représentées par les structures 

glycanniques présentes à la surface des cellules. C'est ainsi que certains antigènes 

tumoraux glucidiques sont utilisés à l'heure actuelle comme des marqueurs ayant 

une valeur de surveillance de la maladie, plus que de diagnostic. 

Ces différences dans la glycosylation des cellules cancéreuses pourraient être 

des caractéristiques importantes pour des applications thérapeutiques futures, et 

pourraient même être utilisées dans les diagnostics des cancers. C'est pourquoi la 

connaissance et l'analyse de la glycosylation suggère de nouvelles voies pour 

combattre le cancer. 

 

Il convient tout d'abord de définir la structure des O-glycosylprotéines et de 

leurs déterminants glycanniques antigéniques. Avant l'exposé de nos travaux, nous 

décrirons les différentes modifications des O-glycannes dans le cancer, ainsi que leur 

utilisation en thérapeutique au jour d'aujourd'hui. 
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Depuis de nombreuses années, des changements de glycosylation ont été 

observés lors des processus de cancérisation (Feizi, 1985). Mais c'est au niveau des 

O-glycosylprotéines de type mucine que ces modifications sont principalement 

retrouvées. Les structures oligosaccharidiques, et en particulier les structures 

sialylées, sont donc souvent associées aux cancers humains. Des structures 

antigéniques glucidiques non usuelles, telles que les antigènes T, Tn ou sialyl-Tn, ont 

alors émergées (Kim et Varki, 1997). Dés lors, ces antigènes dits tumoraux comme 

l'antigène sialyl-Tn, sont utilisés dans le suivi de la progression de la maladie. Et c'est 

parce qu'il est fortement exprimé dans de nombreux cancers qu'il est un marqueur 

fiable et très utilisé dans le pronostic de certains cancers comme le cancer du sein 

(Dabelsteen, 1996; Imada et al., 1999). Les thérapies anticancéreuses telles que 

l'immunothérapie, ont donc utilisé cet antigène sialyl-Tn dans des constructions 

vaccinales, basées sur la conjugaison de l'épitope sialyl-Tn, construit de façon 

synthétique, à une protéine porteuse comme la KLH (Danishefsky et Allen, 2000). 

 

 

C'est avec le même objectif que nous avons choisi l'antigène sialyl-Tn dans nos 

travaux. De plus sa présence en quantité importante sinon exclusive sur la mucine 

OSM, nous a incité à le purifier à partir de cette glycoprotéine d'origine animale. 

Ainsi la méthode chromatographique que nous avons développé, a eu l'avantage de 

fournir en quantité suffisamment importante pour le couplage à la protéine porteuse 

P40, les O-glycopeptides sialyl-Tn. Mais elle a aussi permis l'obtention de structures 

homogènes après une chromatographie C.L.H.P., permettant une analyse plus fine 

de la structure antigénique. 

Même si nous n'avons pas pu, pour l'instant, déterminer la structure exacte 

des O-glycopeptides sialyl-Tn sélectionnés, il est sûr que les nouvelles stratégies 
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développées en spectrométrie de masse en mode MALDI, au sein du laboratoire, le 

permettront. L'étude structurale que nous avons menée, grâce à la spectrométrie de 

masse, nous a conduit à estimer que la fraction OSM2 II était composée de 

structures glycanniques disialylées. Quant aux résultats fournis par la composition 

en monosaccharides, ils ont conduit à un rapport molaire NeuAc/GalNAc égal à ½, 

indiquant la présence de façon équimolaire des antigènes sialyl-Tn et Tn. La 

séparation plus fine de cette même fraction par chromatographie C.L.H.P. a confirmé 

ce résultat en montrant le même rapport de deux N-acétylgalactosamines pour un 

acide N-acétylneuraminique, après analyse par chromatographie en phase gazeuse. 

Grâce à la méthode chromatographique que nous avons développé, nous 

avons pu préparer et purifier des glycopeptides sialyl-Tn porteurs de quatre 

O-glycannes dont deux sont des motifs antigéniques sialyl-Tn. Ainsi, chacun des 

glycopeptides sialyl-Tn isolés par chromatographie présente une glycosylation 

organisée en "cluster". 

C'est dans le souci d'améliorer la connaissance de la structure des fractions 

O-glycopeptidiques purifiées, que nous mettons en œuvre actuellement une autre 

expérience de désialylation de la partie glycannique. Cette dernière utilise de 

préférence la sialidase d'Arthrobacter ureafaciens, qui présente une spécificité plus 

importante pour l'acide N-acétylneuraminique lié en α2-6 plutôt qu'en α2-3, et non 

plus la sialidase de Clostridium perfringens (Corfield et al., 1983). Des analyses plus 

approfondies en spectrométrie de masse confirmeront le nombre exact de structures 

disaccharidiques sialyl-Tn portées par les O-glycopeptides purifiés. Ajouté à ce 

travail, il nous est également possible de faire agir sur ces mêmes fractions la 

O-glycanase, qui libérera la structure glycannique de la chaîne peptidique et 

permettra ainsi de déterminer l'enchaînement des acides aminés par spectrométrie de 

masse. De nombreuses études ont déjà montré que la combinaison entre l'action 

d'exoglycosidases et l'analyse en spectrométrie de masse en mode MALDI, 

permettait d'établir la structure de la fraction O-glycannique et d'identifier la 

présence d'isoformes (Iwase et al., 1998). Goletz et al. (1997a et 1997b) ont également 

pu établir que la technique de spectrométrie de masse MALDI de type "post source 

decay" (PSD-MALDI-MS) était une méthode rapide, reproductible et hautement 
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sensible, permettant d'établir la structure de O-glycopeptides de type mucine. En 

utilisant toutes les possibilités de la spectrométrie de masse, nous pourrons donc 

compléter la structure des O-glycopeptides sialyl-Tn conjugués aux protéines P40 et 

KLH. 

 

La construction de la néoglycoprotéine P40/sialyl-Tn, a permis d'étudier le 

potentiel de la protéine recombinante P40 en tant que protéine porteuse d'antigènes 

glucidiques et d'observer chez les souris immunisées une réponse anti-sialyl-Tn 

spécifique. Ces résultats ont confirmé ceux précédemment obtenus par le C.I.P.F.. Les 

précédentes études ont en effet montré que la protéine recombinante P40 était une 

protéine porteuse capable d'induire une réponse anticorps contre le peptide 

faiblement immunogène qu'elle porte (Haeuw et al., 1998). Avec notre travail, nous 

avons montré que cette protéine recombinante issue de la membrane externe d'une 

bactérie, pouvait être conjuguée à des structures glycosylées comme l'antigène sialyl-

Tn, avec tout de même un rendement de couplage plus faible. Mais en terme de 

réponse immune, l'immunisation des souris avec la néoglycoprotéine P40/sialyl-Tn a 

permis d'augmenter l'immunogénicité de l'antigène sialyl-Tn et d'obtenir ainsi une 

réponse anticorps spécifique et significative. Ces résultats nous laissent suggérer 

l'intérêt que pourrait avoir la protéine recombinante P40 en vaccination 

anticancéreuse. Une étude récemment réalisée au C.I.P.F., a pu démontrer le 

potentiel de la protéine recombinante P40 à induire une réponse spécifique par les 

lymphocytes T cytotoxiques. Ces résultats sont d'autant plus intéressants que les 

peptides faiblement immunogènes utilisés n'ont pas été conjugués à la protéine, mais 

ont simplement été adsorbés sur la protéine P40. Cette propriété directement liée au 

caractère hydrophobe de toutes les Omps, permet d'utiliser des mélanges de 

peptides, ce qui simplifie considérablement la préparation des vaccins et les 

procédures de vaccination (Miconnet et al., 2001). 

Ce type de procédure peut être envisagé avec l'antigène sialyl-Tn, ce qui 

permettrait peut-être d'augmenter le rendement de couplage et donc la quantité 

d'antigène portée par la protéine. Nous pouvons en effet envisager la synthèse d'un 

fragment peptidique mimant l'antigène tumoral sialyl-Tn. De tels peptides 
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mimotopes ont déjà pu être réalisés auparavant, mimant des structures 

oligosaccharidiques comme des polysaccharides de Neisseria meningitidis, voire même 

des antigènes glucidiques comme les antigènes Lewis (Hutchins et al., 1996; Kieber-

Emmons et al., 1997; Westerink et al., 1995). Ces peptides mimotopes ont démontré 

leur capacité à induire une réponse immune aussi efficace que leurs homologues 

glucidiques (Grothaus et al., 2000; Lou et Pastan, 1998). De tels peptides synthétiques 

mimant l'antigène sialyl-Tn, pourraient être une alternative à la synthèse chimique 

difficile et onéreuse des oligosaccharides, et permettraient de mieux apprécier le 

potentiel de protéine porteuse de la protéine P40. 

 

Dans une deuxième partie, nous avions choisi d'évaluer les propriétés 

lectiniques de la protéine recombinante P40. Sachant que bon nombre de protéines de 

la membrane externe des bactéries Gram négatif, présentait une activité de type 

lectinique, nous avions supposé retrouver une activité du même type avec la protéine 

recombinante P40. 

Nos travaux n'ont pas permis de démontrer l'existence d'une interaction entre 

la protéine recombinante P40 et une structure oligosaccharidique. Néanmoins nous 

ne pouvons négliger le fait que la protéine P40 semble interférer avec certaines 

protéines ou glycoprotéines. Tout naturellement la poursuite de ce travail va 

consister à identifier les molécules reconnues par P40, et à établir les mécanismes 

consécutifs à cette interaction. Le C.I.P.F. a d'ores et déjà pu établir que la protéine 

recombinante P40, se liait aux macrophages, était internalisée et contribuait ainsi à 

activer l'expression des cytokines telles que l'IL1β, l'IL8, l'IL10 ou l'IL12, qui sont 

étroitement impliquées dans la réponse antibactérienne (Soulas et al., 2000). Ces 

résultats ont été complétés par les travaux de Jeannin et al. (2000), qui ont montré que 

la protéine P40 interagissait aussi avec les cellules dendritiques humaines et murines 

(immatures ou matures) et les cellules B humaines activées. Jeannin et al. (2000) ont 

émis l'hypothèse que deux types de molécules seraient impliqués dans l'interaction 

de P40 avec les cellules dendritiques. Bien que leurs identités soient pour l'instant 

encore inconnues, l'implication des récepteurs tels que les récepteurs du mannose, du 

complément, des immunoglobulines ou des molécules du CMH de classe II, semble 
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exclue. De nombreux travaux restent donc à réaliser dans la caractérisation de 

l'interaction P40/"récepteur". 

 

 

Il apparaît évident que les travaux que nous avons initiés, présentent de 

nombreuses perspectives d'applications en immunothérapie anticancéreuse comme 

anti-infectieuse. 

En effet, nous avons pu nous rendre compte que la protéine recombinante P40 

présente un très grand intérêt thérapeutique. Dans la lutte contre le cancer d'une 

part, en permettant de simplifier les procédures de vaccination. Son potentiel 

immunologique même en absence d'adjuvant et sa capacité de protéine porteuse 

d'antigènes tumoraux, permettent de songer à l'utiliser au même titre que la protéine 

de référence KLH, qui est plus difficile à manipuler en raison de sa taille élevée. 

D'autre part, l'identification des récepteurs reconnus par P40, présents à la surface 

des macrophages et des cellules dendritiques, permettra d'établir les mécanismes 

moléculaires mis en jeu et d'utiliser cette protéine recombinante comme agent anti-

infectieux. 

 

Mais les perspectives d'applications, ne s'arrêtent pas au stade de la thérapie. 

La méthode chromatographique que nous avons développé, ainsi que la construction 

de néoglycoprotéines capables d'induire la production d'anticorps spécifiquement 

dirigés contre des antigènes tumoraux, pourraient permettre d'aller plus loin dans la 

compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans les processus 

cancéreux. 

La connaissance de la structure exacte des O-glycopeptides sialyl-Tn n'a que 

peu d'intérêt dans la construction d'un vaccin. Nous avons pu constater que la 

plupart des molécules utilisées à l'heure actuelle, sont synthétisées chimiquement et 

se composent plutôt d'un bras carboné que d'un fragment peptidique (Danishefsky et 

Allen, 2000; Ragupathi et al., 1999). Cela ne modifie en rien la capacité de la structure 

à induire une réponse immune chez l'individu (Holmberg et al., 2000). D'autre part 

les peptides mimotopes semblent présenter une meilleure alternative à la 
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construction du vaccin anticancer avec la protéine recombinante P40 et l'antigène 

sialyl-Tn. 

Néanmoins, l'importance de la caractérisation structurale des O-glycopeptides 

reste d'actualité dans l'étude des activités enzymatiques au cours des processus 

cancéreux. En effet certaines études se sont penchées sur l'expression des 

glycosyltransférases, et plus particulièrement des sialyltransférases dans le cancer 

(Recchi et al., 1998). Il s'avère alors que des O-glycopeptides, pourraient être de bons 

substrats dans les études qui comparent les activités sialyltransférasiques entre les 

tissus sains et cancéreux. La synthèse complète d'un tel composé glycopeptidique 

étant délicate, la méthode chromatographique que nous avons développé pourrait 

permettre de fournir aux études des glycosyltransférases, des substrats 

O-glycopeptidiques de structures connues. 

Dans une deuxième approche, la néoglycoprotéine porteuse de l'antigène 

sialyl-Tn peut permettre d'obtenir des anticorps monoclonaux dirigés contre cet 

antigène tumoral. Ces anticorps pourraient être utilisés dans une approche 

protéomique, faisant intervenir les techniques d'électrophorèse bidimensionnelle et 

de spectrométrie de masse. Par cette étude, nous souhaitons identifier au niveau des 

tissus cancéreux, les protéines porteuses des antigènes marqueurs de tumeurs, de 

mieux les connaître en terme de structure afin d'identifier le domaine immunogène. 

Une meilleure connaissance des molécules cibles, permettra ainsi d'améliorer le 

développement de nouvelles stratégies de vaccination contre le cancer. 
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