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1. INTRODUCTION 

En 2008, le cancer colorectal était le troisième type de néoplasie dans le monde en 

quant à l’incidence (après le cancer du poumon et le cancer du sein), responsable de 

9,7% des cancers nouvellement diagnostiqués (soit 1,23 millions de cas), et était le 

troisième cancer en matière de mortalité (après le cancer du poumon et du foie), 

responsable de 608 000 décès (1). Il s'agissait du troisième type de cancer le plus 

fréquent chez les hommes (663 000 nouveaux cas) et du deuxième chez les femmes 

(570 000 cas) (1). Dans l'Union Européenne (27 pays), l’incidence en 2012 était 

estimée à 342 100 nouveaux cas diagnostiqués(2). Il s’agissait cette année là du 

deuxième type de cancer en matière de mortalité chez les hommes (après le cancer 

du poumon), du deuxième type de cancer en ce qui concerne l’incidence chez la 

femme (après le cancer du sein), du troisième type de cancer pour ce qui est de 

l’incidence chez l’homme (après les cancers de la prostate et du poumon) et du 

troisième type de cancer pour la mortalité chez la femme (après le cancer du sein et 

le cancer du poumon) (2). 

En France métropolitaine, 42 152 nouveaux cas ont été diagnostiqués en 2012, lui 

conférant le troisième rang des cancers les plus fréquents derrière les cancers de la 

prostate et du sein (3). Le sex-ratio était de 1,23 homme pour 1 femme (3). Ce 

cancer était à l ‘origine de 17 722 décès. L’âge médian au diagnostic était de 71 ans 

chez l’homme et 75 ans chez la femme (3). La région Haute-Normandie fait partie 

des territoires à fort taux d’incidence de la maladie (avec des taux d’incidence 

standardisé à la population mondiale sur la période 2008-2010 estimés chez 

l’homme à 39,9 pour 100 000 hommes et chez la femme à 25,4 pour 100 000 

femmes (3)).   

L'identification de nouvelles cibles thérapeutiques apparaissant dès les premiers 

stades de la carcinogénèse pourrait améliorer le traitement de cette maladie. 

 

1.1 Histoire naturelle de l'adénocarcinome colique 

L'adénocarcinome colorectal est une tumeur épithéliale maligne se développant à 

partir du gros intestin (4) .  

La plupart des adénocarcinomes colorectaux se développe à partir d'adénomes 

(Figure 1) (5). Par définition, les adénomes sont des lésions tumorales bénignes (4). 

Dans le côlon, les adénomes apparaissent soit de façon sporadique, soit dans le 

cadre d'un syndrome polyposique (6–8).  
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Les adénocarcinomes peuvent également se développer au sein de territoires 

muqueux dysplasiques chez les patients atteints de maladie inflammatoire du tube 

digestif (9). 

Contrairement à l’épithélium de l’intestin grêle, l'épithélium colique est dépourvu de 

villosités et s’organise en cryptes glandulaires appelées cryptes de Lieberkühn, 

formées de cellules cylindriques (10). Ces cellules comprennent d’une part des 

cellules caliciformes, les plus nombreuses, d’autre part des entérocytes, très 

minoritaires, qui sont revêtus d’une bordure en brosse à leur pôle apical (10). 

Comme tous les épithéliums, l’épithélium colique repose sur une membrane basale 

le séparant du tissu conjonctif sous jacent.  

Les foyers de cryptes aberrantes semblent être les lésions histologiques les plus 

précoces dans la carcinogénèse colique (11–13). Sur le plan histologique, les 

cryptes aberrantes sont environ trois fois plus larges que les cryptes normales, et 

leur lumière a une forme plus ovale(14). On distingue 2 principaux types de cryptes 

aberrantes (15) : celles qui sont associées avec la présence d’une mutation du gène 

APC et celles associées avec de mutations des gènes KRAS et NRAS (16). 

Il est vraisemblable que ces foyers de cryptes aberrantes puissent évoluer vers des 

lésions adénomateuses. Ces dernières peuvent apparaitre à l’endoscopie comme 

sessiles, pédiculés ou déprimés (16).Microscopiquement, ces lésions 

adénomateuses sont hypercellulaires, constituées de cellules augmentées de taille 

comportant un noyau souvent hyperchromatique. L’architecture est toujours 

glandulaire, mais il peut exister une stratification et une perte de la polarité normale. 

Ces lésions semblent se développer secondairement à l’inactivation de la voie 

APC/bêta-caténine (17,18).  

 

Les lésions  adénomateuses coliques sont évaluées microscopiquement selon leur 

degré de dysplasie, c'est à dire la présence d'anomalies de type néoplasique, 

architecturales ou cytologiques de l'épithélium, sans infiltration de la membrane 

basale (9). Il existe différents systèmes de classification de ces lésions cancéreuses 

pré-invasives. La plus utilisée est la classification de Vienne qui distingue 5 

catégories (19) : 

- catégorie 1 : absence de néoplasie 

- catégorie 2 : incertitude quant à la présence de néoplasie 
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- catégorie 3 : dysplasie de bas grade. Cette catégorie regroupe les adénomes en dysplasie minime à 

modérée (termes de l'ancienne nomenclature). L'épithélium est constitué de cellules conservant une 

polarité, possédant un noyau hyperchromatique avec une membrane nucléaire régulière. La 

chromatine est fine. Il peut exister une pluri-stratification des noyaux mais celle ci ne dépasse pas la 

moitié inférieure de la hauteur épithéliale. 

- catégorie 4 (néoplasie de haut grade non-invasive) qui regroupe : 

   . 4.1 La dysplasie de haut grade (anciennement dysplasie sévère). L'épithélium est constitué de 

cellules allongées, hyperchromatiques, possédant un noyau modérément pléomorphe. La 

chromatine est irrégulière. Il existe une stratification des noyaux, et certains d'entre eux dépassent la 

moitié inférieure de la hauteur épithéliale, atteignant parfois la surface de la glande. 

   . 4.2 Le carcinome non invasif (ou carcinome in situ). Cette sous-catégorie rassemble des lésions 

adénomateuses constituées de cellules pléomorphes avec des noyaux de taille augmentée, 

vésiculeux, pourvus de volumineux nucléoles. Il est retrouvé des mitoses atypiques. Sur le plan 

architectural, il existe des formations glandulaires cribriformes. Les glandes sont souvent disposées 

obliquement vis à vis de la membrane basale. 

   . 4.3 La suspicion de carcinome intra-muqueux. Cette sous-catégorie correspond aux lésions 

décrites en 4.2 mais pour lesquelles il est difficile de savoir s'il existe une rupture de la membrane 

basale. 

- catégorie 5, qui regroupe : 

   . 5.1 Le carcinome intra-muqueux ; il concerne les adénomes présentant un dépassement 

indubitable de la membrane basale avec une invasion du chorion sous jacent 

   . 5.2 Le carcinome sous-muqueux ; il inclut les polypes avec invasion de la sous-muqueuse par les 

cellules néoplasiques. 

 

Une classification en catégories d'un processus continu, comme la séquence 

adénome - adénocarcinome, est réductrice de la réalité du phénomène. Ceci peut 

expliquer la faible reproductibilité intra et inter-observateurs dans l'évaluation des 

lésions cancéreuses pré-invasives (20,21). La figure 1 ci-dessous illustre les 

différentes étapes histologiques de la carcinogénèse colique. 
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Figure 1 : Images microscopiques illustrant l’histoire naturelle de l’adénocarcinome colique.                             

N = épithélium colique normal ; BG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de bas grade ; HG = 

lésion adénomateuse colique en dysplasie de haut grade ; ADK = adénocarcinome colique infiltrant. 
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L’histoire naturelle des altérations génétiques au cours de la carcinogénèse colique a 

été beaucoup étudiée. Il existe 2 voies distinctes(22). La première est caractérisée 

par une instabilité chromosomique des cellules tumorales, c’est à dire la présence 

d’altérations génétiques de grande taille, à l’échelle chromosomique (perte ou gains 

de larges portions, larges translocations etc.), avec souvent pertes d’hétérozygotie 

de gènes suppresseurs de tumeurs et anomalies de nombre des chromosomes 

(aneuploïdie). Ce type de voie est initié par une mutation du gène APC, suivie de 

l’activation de KRAS et de la perte de fonction de p53(23). Cliniquement, ce type de 

cancer avec instabilité chromosomique représente 60 à 70% des carcinomes 

colorectaux sporadiques et mettent souvent en jeu la séquence adénome-

adénocarcinome. 

La seconde voie de carcinogénèse est caractérisée par la présence d’une instabilité 

microsatellitaire, c’est à dire une instabilité dans les segments d’ADN répétés 

appelés microsatellites (22). Ces anomalies sont la conséquence d’une altération de 

la fonction de réparation des mésappariements de l’ADN (système MMR ou 

mismatch repair, qui est assuré chez l’homme par les gènes MLH1, MSH2, MSH6 et 

PMS2). La présence d’une instabilité microsatellitaire dans les cellules colorectales 

cancéreuses est souvent associée, pour les cancers sporadiques, à une instabilité 

épigénétique caractérisée par la présence d’un phénotype de méthylation des îlots 

CpG, c’est à dire par une grande fréquence d’îlots CpG méthylés au niveau des 

promoteurs des régions des gènes suppresseurs de tumeur ainsi qu’une grande 

fréquence de mutations du gène BRAF(24). Le promoteur du gèneMLH1 est ainsi 

méthylé dans environ 12% des cas de cancers colorectaux sporadiques (25). On 

retrouve également une instabilité microsatellitaire dans les cancers colorectaux 

héréditaires en cas de syndrome de Lynch, syndrome autosomique dominant 

caractérisé par des mutations constitutionnelles d’un des gènes du système MMR 

(26–28). 

 

1.2 Stress du réticulum endoplasmique et réponse aux protéines non repliées 

Les protéines destinées à être sécrétées ou insérées au sein des membranes 

cellulaires sont synthétisées par les ribosomes situés du côté cytoplasmique de la 

membrane du réticulum endoplasmique (RE), avant de subir des modifications au 

sein de la lumière de ce dernier. Ces protéines nouvellement produites sont repliées  
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et assemblées par des protéines chaperonnes du RE en subissant des modifications 

post-traductionnelles avant d’être exportées (29–31). La synthèse protéique tout 

comme le repliement et les modifications post-traductionnelles nécessitent de 

l’énergie (32–35). C’est la raison pour laquelle la fonction du RE est très sensible aux 

perturbations du microenvironnement cellulaire comme l’hypoxie ou le manque de 

nutriments car ils aboutissent à une diminution de l’énergie disponible pour la cellule 

(36–40). Dans de telles conditions, les protéines mal repliées ou non repliées 

s’accumulent au sein du RE aboutissant à un état de « stress du réticulum 

endoplasmique ».  

 

Les cellules réagissent à un tel stress du RE en déclenchant une réponse 

homéostatique, conservée parmi les espèces, qui a été appelée « réponse aux 

protéines non repliées » (RPNR, unfolded protein response ou UPR) (Figure 2). La 

RPRN a pour objectif de rétablir l’équilibre entre les protéines non repliées et les 

protéines chaperonnes du RE (29,41). A cette fin, la traduction protéique globale est 

atténuée, réduisant ainsi la charge de travail pour les protéines chaperonnes et les 

enzymes (42,43). Parallèlement, les capacités de maturation protéique du RE sont 

accrues par la synthèse de nouvelles protéines chaperonnes (41), et les protéines 

mal repliées présentes dans le RE peuvent être dégradées via l’activation de la 

dégradation associée au RE (ER-associated degradation ou ERAD) (44). Si un 

équilibre entre la quantité de protéines chaperonnes et la quantité de protéines à 

replier n’est pas retrouvé, on observe une activation des voies biologiques 

aboutissant à la mort cellulaire (45–49). 

Dans l’espèce humaine, la RPNR comprend trois principales voies de transduction 

du signal (Figure 2). IRE1 (Inositol requiring 1), PERK (Protein Kinase R-like 

Endoplasmic Reticulum Kinase) et ATF6a (Activating Transcription Factor 6a) sont 

des protéines transmembranaires du RE, chacune d’elles participant à la détection 

du stress du RE (50,51). Binding immunoglobulin protein (BiP, parfois également 

appelée Glucose Regulated Protein 78-kDa ou GRP78) est une protéine chaperonne 

majeure du RE, appartenant à la famille HSP7. Elle se lie avec une grande affinité 

aux portions hydrophobes des acides aminés exposés des protéines incomplètement 

repliées (52–57). Dans des conditions optimales, la quantité de protéines non 

repliées dans la lumière du RE est faible et BiP est légèrement en excès. Une 
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conséquence majeure et immédiate d’un stress du RE est une diminution brutale de 

la concentration de BiP libre, du fait de sa séquestration par les protéines non 

repliées en accumulation. IRE1, PERK et ATF6 semblent répondre à la concentration 

de BiP libre grâce à leur domaine luminal (50,58,59), mais de récentes données 

suggèrent que IRE1 pourrait également s’activer directement au contact de protéines 

non repliées présentes dans la lumière du RE (60). 

IRE1 contient un domaine cytosolique protéine kinase (61). Lors d’un stress du RE, 

IRE1 s’oligo-dimérise et subit une trans-autophosphorylation au niveau de ce 

domaine tyrosine kinase, induisant une activité endo-ribonucléasique spécifique 

(62,63). Cette activité permet le clivage spécifique de l’acide ribonucléique messager 

(ARNm) codant pour X-box binding protein 1 (XBP1) au niveau de deux sites (64). 

Ensuite, le fragment central est libéré et les fragments d’ARNm 3’ et 5’ sont réunis. 

Contrairement à l’ARNm XBP1 qui n’est pas clivé et qui inhibe la RPNR (65), l’ARNm 

XBP1 clivé code pour un facteur de transcription activateur de gènes cibles de la 

RPNR (64). Outre cette activité d’épissage de l’ARNm XBP1, l’activité endo-

ribonucléasique de IRE1 permet la dégradation de nombreux autres ARNm, 

diminuant ainsi la synthèse protéique globale. Cette activité est appelée 

« dégradation régulée dépendante de IRE1 » (regulated IRE1 dependent 

degradation) (66). 

De manière similaire à IRE1 durant un stress du RE, PERK s’oligo-dimérise. Cette 

oligo-dimérisation permet une trans-autophosphorylation du domaine cytosolique 

tyrosine-kinase (43,50) qui accroît fortement l’affinité de PERK pour la sous-unité α 

de la protéine translation initiation factor 2 (eIF2α) recrutée au niveau de la boucle 

protéique fortement phosphorylée de PERK (67). eIF2α est alors phosphorylée  par 

le centre catalytique de PERK au niveau de la serine 51 (43,68). Dans des conditions 

normales, le complexe eIF2 amène l’acide ribonucléique de transfert (ARNt) initiateur 

auprès des ribosomes sur le point de débuter la traduction, jouant ainsi un rôle 

crucial dans la synthèse de nouvelles protéines (69). Le complexe eIF2 se lie et 

hydrolyse la guanosine tri-phosphate (GTP) durant le cycle catalytique, et celle-ci doit 

être réapprovisionné par le guanine nucleotide exchange factor eIF2B (70). Une fois 

phosphorylé, eIF2α possède une haute affinité pour eIF2B, entravant de fait sa 

capacité d’échanger la GTP pour une guanosine diphosphate (GDP) auprès d’eIF2α 

non phosphorylé (71). Par conséquent, la traduction de la plupart des ARNm est 

inhibée, ce qui diminue la quantité de protéines au sein du RE (43,72). Néanmoins, 
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et de manière apparemment paradoxale, la traduction de l’ARNm d’activating 

transcription factor-4 (ATF4) est favorisée dans ces conditions (73,74). Cet ARNm 

possède deux cadres ouverts de lecture en amont (upstream open reading frames ou 

uORF) dans sa région 5’. L’uORF situé le plus en 5’ facilite la traduction de la région 

codante d’ATF4, alors que le second uORF bloque normalement cette traduction en 

raison du chevauchement hors du cadre de lecture avec cette même région codante 

(75). En raison de la phosphorylation d’eIF2α, les ribosomes peuvent passer le 

second uORF et peuvent ainsi arriver au codon d'initiation de la traduction d’ATF4, 

permettant ainsi la traduction de ce facteur protéique (75,76). ATF4 favorise 

l’expression de gènes impliqués dans les phénomènes anti-oxidatifs et dans le 

métabolisme des acides aminés (77). En outre, il induit la traduction du facteur de 

transcription C/EBP homologous protein (CHOP, encore appelé GADD153) (73,78). 

Un gène cible important de CHOP code pour la protéine growth arrest and 

deoxyribonucleic acid damage 34 (GADD34) (48). GADD34 forme un complexe avec 

protein phosphatase 1 (PP1) qui déphosphoryle sélectivement phospho-eIF2α, 

permettant ainsi un rétablissement de la synthèse protéique globale (79). Ceci 

aboutit à une boucle de rétrocontrôle négative, décalée dans le temps, jouant un rôle 

d’adaptation cellulaire en cas d’un stress de RE transitoire (80).  Cependant, lorsque 

le stress du RE perdure, le rétablissement de la traduction globale par l’intermédiaire 

de GADD34 exacerbe l’accumulation de protéines mal repliées. Cette caractéristique 

est toxique pour la cellule et aboutit à l’activation de signaux de mort cellulaire 

(48,81–83). CHOP induit également l’expression d’ER oxidase 1 α (ERO1 α), qui 

entraîne la création de ponts disulfures (48,77). Si cette caractéristique peut 

améliorer le repliement protéique, elle accroît également la production de dérivés 

réactifs de l'oxygène au sein de la lumière du RE, toxiques pour la cellule (48). Pour 

toutes ces raisons, la perte de GADD34 ou de CHOP peut améliorer la survie des 

tissus lors d’un stress du RE sévère (48,81,83). 

Un mécanisme différent est à l’œuvre pour ATF6a. Lors d’un stress du RE, cette 

protéine est transportée au sein de l’appareil de Golgi, où elle est clivée par site-1 

protease (S1P) et site-2 protease (S2P), aboutissant à la formation d’un facteur de 

transcription qui favorise l’expression de nombreux gènes de la RPNR, y compris 

CHOP (78,84–87).    
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Figure 2 : Voies de signalisation de la RPNR au cours du stress du RE chez l’homme. Les protéines non 
ou incomplètement repliées se lient aux protéines chaperonnes, comme BiP, au sein du RE. Lorsque 
ces protéines non repliées s’accumulent, la cellule est en état dit de stress du RE, ce qui déclenche la 
Réponse aux Protéines Non Repliées (RPNR) via IRE1, PERK et ATF6a. IRE1 s’oligo-dimérise et subit 
une trans-autophosphorylation qui lui confère une activité endo-ribonucléasique. Cette propriété lui 
permet d’épisser de façon non conventionnelle l’ARNm de XBP1, rendant ainsi la protéine XBP1 

active. XBP1 active de nombreux gènes cibles de la RPNR. De façon similaire, PERK s’oligo-dimérise et 
subit une trans-autophosphorylation avant de phosphoryler eIF2α qui, dans cet état, inhibe la 

traduction de la plupart des ARMm, réduisant ainsi la charge pesant sur le RE. Paradoxalement, dans 
ces conditions, la traduction de l’ARNm de ATF4 est accrue. ATF4 est un facteur de transcription qui 

induit l’expression de CHOP, qui à son tour accroit l’expression de GADD34. GADD34 déphosphoryle 
de façon sélective eIF2α, rétablissant ainsi la synthèse protéique globale. ATF6a est transporté dans 

l’appareil de Golgi où il est clivé, formant un facteur de transcription activant de nombreux gènes de 

la RPNR. 
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1.3 La Réponse aux Protéines Non Repliées et le cancer 

Il est maintenant reconnu que le stress du RE est impliqué dans la physiopathologie 

de nombreuses maladies humaines, comme le diabète, les maladies 

neurodégénératives, cardiovasculaires ou le cancer (67). 

Dans de nombreux cancers solides, l’activation de certaines voies de la RPNR a été 

observée (86,88–92), notamment dans les adénocarcinomes et plus particulièrement 

l’adénocarcinome colique (93,94). Pour ce dernier, il a été mis en évidence une 

surexpression de BiP, avec une augmentation progressive de l’expression de cette 

protéine au cours de la séquence adénome - adénocarcinome (94) 

Il s’avère que les tumeurs dans lesquelles la RPNR est activée sont plus agressives 

et plus résistantes à la chimiothérapie, alors que les tumeurs pour lesquelles la 

RPNR dysfonctionne sont de croissance beaucoup plus lente. Ces observations 

suggèrent que l’activation de la RPNR pourrait permettre aux cellules malignes de 

survivre et de proliférer (40,95,96). Par exemple, une expression élevée de BiP dans 

le cancer du sein est associée à une survie sans rechute plus courte dans les suites 

d’une chimiothérapie, et dans le cancer prostatique, la surexpression de BiP est 

associée à un haut risque de récurrence et une survie moins bonne (97,98). Des 

observations similaires ont été faites chez des patients atteints de cancer gastrique 

(99). Qui plus est, l’expression de BiP parait nécessaire à la croissance de la tumeur 

et la formation de métastases. Ainsi, dans un modèle murin knockout, la déficience 

pour BiP bloquait le développement du cancer prostatique initié par la perte du gène 

suppresseur de tumeur PTEN (100) alors que dans un modèle de cancer gastrique, 

murin également, la perte de BiP inhibait la croissance tumorale (99). Il a été de plus 

démontré dans certains modèles que la perte de XBP1 entraînait une diminution de 

la taille tumorale dans des conditions hypoxiques, suggérant que la voie de 

signalisation initiée par IRE1 joue très probablement un rôle central dans l’adaptation 

de la tumeur à l’hypoxie (101). De manière similaire, il existe des données suggérant 

que la voie de signalisation PERK - eIF2α - ATF4 est nécessaire pour la croissance 

tumorale et la survie des cellules malignes dans des conditions hypoxiques. Dans un 

autre modèle murin, l’injection de cellules malignes déficientes pour PERK 

aboutissait à la formation de tumeurs plus petites que celles possédant un PERK 

fonctionnel (102). Des observations similaires ont été faites pour ATF4 (103). 

Cependant, toutes les composantes de la RPNR ne confèrent pas aux cellules 

malignes un avantage de survie. Comme décrit ci-dessus dans la partie 1.2, 
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l’expression de GADD34 a pour conséquence une reprise de la synthèse protéique 

globale, favorisant de fait la mort cellulaire en cas persistance du stress du RE 

(48,81–83).  Par conséquent, la perte de GADD34 dans les tumeurs pourrait 

empêcher l’apoptose des cellules tumorales et promouvoir leur survie dans des 

conditions hypoxiques (48,104). Il a été récemment montré que l’expression de 

GADD34 était associée au degré de différenciation des mésothéliomes, avec une 

faible expression de GADD34 observée dans les tumeurs peu différenciées, 

sarcomatoïdes (105). Etant donné que la perte de différenciation est associée à une 

survie moindre, il est tentant d’émettre l’hypothèse selon laquelle GADD34 se 

comporte comme un gène suppresseur de tumeur, et qu’ainsi sa perte pourrait 

permettre aux tumeurs de croître plus facilement dans des environnements 

hypoxiques. 

Le stress du RE n’est pas observé uniquement dans de volumineuses tumeurs 

hypoxiques. Certaines données suggèrent que ce phénomène pourrait exister très 

tôt au cours de la carcinogénèse. Dans un modèle murin transgénique exprimant une 

construction XBP1 - luciférase, reflétant ainsi le niveau de stress du RE dans les 

cellules tumorales, l’activité de la luciférase était détectée dans de petites tumeurs 

primitives, et l’on pouvait prédire le taux de croissance de ces lésions en fonction de 

l’intensité lumineuse libérée par cette enzyme (106). Cependant, la relation de cause 

à effet entre les deux évènements que sont stress du RE et carcinogénèse n’est pas 

clairement établie. On ne sait si l’activation de la RPNR est une conséquence d’une 

croissance tumorale rapide, une cause, ou si cette association est plus compliquée. 

Une compréhension plus fine des interactions entre le stress du RE et la 

carcinogénèse précoce est cruciale du fait de l’existence de thérapeutiques ciblant la 

RPNR pouvant inhiber la croissance tumorale, comme c’est actuellement le cas dans 

le myélome avec l’utilisation d’un inhibiteur du protéasome (bortezomib) (107–109). 

 

1.4 Stress du réticulum endoplasmique, transition épithélio-mésenchymateuse 

et lésions pré-cancéreuses 

Les cellules épithéliales normales sont polarisées, avec une partie apicale orientée 

vers la lumière ou la superficie, et une partie basale (110). Ces cellules sont 

fortement cohésives les unes avec les autres grâce à des molécules d’adhésion 

comme l’E-cadhérine. Elles expriment des cytokératines et leur mobilité est très 
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restreinte (111,112). Ces caractéristiques permettent le maintien de l’architecture et 

de la fonction des épithéliums. A l’inverse, les cellules conjonctives ne sont pas 

polarisées et sont capables de se mouvoir avec facilité en raison de l’absence de 

liaisons fortes avec les structures avoisinantes. Elles expriment des marqueurs 

mésenchymateux comme la vimentine (112,113). Dans certaines conditions, les 

cellules épithéliales subissent des modifications aboutissant à la perte de leur 

phénotype épithélial et à l’acquisition d’un phénotype mésenchymateux. Ce 

processus est appelé « transition épithélio-mésenchymateuse » (TEM) (Figure 3). 

 

La TEM est très impliquée au cours de l’embryogénèse (114). En effet, il a été 

initialement démontré que l’expression de l’E-cadhérine est fortement diminuée au 

cours de la gastrulation du poulet (115) , et la TEM apparait être essentielle dans le 

développement embryonnaire des mammifères, par exemple durant la formation de 

l’endoderme pariétal (116) et durant l’organogénèse cardiaque (117–119). Ce 

processus semble également être activé lors de la réparation et régénération 

tissulaires, car Slug, un facteur de transcription impliqué dans la TEM de 

l’embryogénèse, apparaît plus fortement exprimé dans les kératinocytes situés au 

contact d’une blessure cutanée (120). 

La TEM semble être un processus clé de la biologie de nombreux carcinomes 

(cancers développés à partir des épithéliums) car sa présence est associée à un 

grade histologique plus élevé (121,122), à l’acquisition de propriétés d’invasion et de 

mobilité (123,124), particulièrement dans le cancer colorectal (125), à un risque plus 

élevé de récurrence (126), de métastases (127,128), et globalement à un pronostic 

plus défavorable (129–131), notamment dans l’adénocarcinome colorectal (132). 

Dans certain modèles, comme celui de la carcinogénèse pulmonaire, il apparaît que 

la TEM pourrait être un phénomène précoce et serait associée aux différentes étapes 

précédant le stade de tumeur invasive. Un phénotype mésenchymateux partiel a été 

mis en évidence dans des lésions bronchiques pré-cancéreuses, et il s’avère qu’une 

diminution de l’expression de l’E-cadhérine est associée à des lésions pré-

cancéreuses plus évoluées, de grade plus sévère (133–135). Il a de plus été observé 

que des cellules épithéliales bronchiques humaines mises en culture en présence de 

carcinogènes présents dans la fumée de tabac font l’objet d’une TEM et présentent 

alors un phénotype se rapprochant de celui de cellules embryonnaires (136). Ce 

phénotype se caractérise par la formation de sphéroïdes comportant des tubules 
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ramifiant, une expression accrue des marqueurs embryonnaires CD44, CD133, 

ALDH1, et une diminution de l’expression de CD23 (136).  

De même, il a été démontré qu’un traitement chimique induisant un stress du RE 

induit une TEM ans des cellules épithéliales alvéolaires et dans des cellules 

thyroïdiennes PC-C3 mises en culture (137,138). 
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TRANSITION EPITHELIO-MESENCHYMATEUSE

Phénotype épithélial :
-Expression des cytokératines, de l’E-cadhérine
-Polarisation
-Mobilité très limitée

Phénotype mésenchymateux :
-Expression de la vimentine
-Absence de polarisation
-Mobilité aisée

 

Figure 3 : Description schématique de la transition épithélio-mésenchymateuse. Les cellules 
épithéliales (partie supérieure du dessin, colorées en bleu) sont fortement liées entre elles par des 
molécules d’adhésion telles que l’E-cadhérine, et expriment les filaments intermédiaires 
cytokératines.  Ces cellules épithéliales sont polarisées, avec un pôle apical (représenté ici par une 
vacuole apicale de mucus) et un pôle basal, accolé à la membrane basale (illustrée ici par la ligne 
orange). À l’inverse, les cellules conjonctive (partie inférieure du dessin) n’expriment pas les 

marqueurs épithéliaux sus-cités, mais expriment des marqueurs mésenchymateux comme la 
vimentine, un filament intermédiaire. Elles ne sont pas polarisées et ne sont liées que faiblement 
avec leur environnement, ce qui explique leur capacité de migration. La transition épithélio-
mésenchymateuse (flèche) est le processus par lequel les cellules épithéliales perdent leur 
phénotype et acquièrent progressivement les caractéristiques des cellules mésenchymateuses. 
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1.5 But et objectifs 

Le but de notre étude était de tester l’hypothèse selon laquelle le stress du RE est 

présent au sein des lésions coliques pré-cancéreuses, et que l’expression des 

protéines de la RPNR BiP, GADD34 et CHOP est associée, positivement ou 

négativement, à la progression de ces lésions vers l’adénocarcinome colique invasif. 

Il a été décidé d’étudier plus particulièrement la protéine chaperonne BiP car son 

expression est associée à la survie cellulaire lors d’un stress du RE ; à l’inverse, les 

protéines CHOP et GADD34 sont des facteurs de transcription induits par la RPNR 

et associés à la mort cellulaire résultant d’un stress du RE prolongé. 

 

Nos objectifs étaient les suivants : 

- Observer le niveau d’expression des protéines BiP, CHOP et GADD34 par 

une technique d’immunomarquage à l’aide de micromatrices tissulaires (139) 

construites à partir de tissus humains fixés au formol et inclus en paraffine, 

comportant les différents stades de développement de l’adénocarcinome 

colique (de l’épithélium colique normal jusqu’à la métastase ganglionnaire 

d’adénocarcinome colique primitif). 

- Évaluer la corrélation entre l’expression de ces trois protéines de la RPNR et 

le sexe du patient ainsi que son âge au moment du diagnostic. 

- Évaluer, en prenant en compte chaque fragment tissulaire inclus, la 

corrélation entre l’expression de ces trois protéines BiP, CHOP et GADD34  et 

différents phénomènes liés au cancer à savoir la prolifération cellulaire (à 

l’aide de l’immunomarquage Ki67), la transition épithélio-mésenchymateuse (à 

l’aide de l’immunomarquage E-cadhérine) et l’hypoxie cellulaire (à l’aide de 

l’immunomarquage HIF-1 alpha).  
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2. MATERIELS ET METHODES 

2.1 Éthique 

L’utilisation de tissus humains au cours de ce projet a été approuvée par le groupe 

Comité de Protection des Personnes du Centre Hospitalier Universitaire de Rouen. 

Tous les échantillons et données associées provenant de patients ont été rendus 

anonymes. 

 

2.2 Micromatrices tissulaires 

Quatre micromatrices tissulaires (139) ont été construites à partir de tissus fixés au 

formol et inclus en paraffine. Les échantillons provenaient tous de pièces de 

résection chirurgicale ou endoscopique d'adénocarcinome colique et d'adénome 

colique, présents dans les archives du laboratoire de Pathologie du CHU de Rouen. 

La sélection des patients s'est effectuée de la façon suivante. La population étudiée 

a été traitée entre le 01/01/2003 et le 01/01/2013 au Centre Hospitalier Universitaire 

de Rouen. En premier lieu, tous les comptes rendus anatomopathologiques de 

résection chirurgicale colique sur cette période ayant un code ADICAP (Association 

pour le Développement de l’Informatique en Cytologie et Anatomie Pathologique 

(140)) "*OHDCA7*", correspondant au diagnostic "Adénocarcinome colique", ont été 

listés en utilisant le logiciel Statistiques APIX (Technidata, France). Neuf-cent-seize 

comptes rendus ont été ainsi identifiés. Ces comptes rendus ont ensuite été 

numérotés par ordre chronologique, de 1 à 916. Un tirage au sort simple de 68 cas a 

ensuite été effectué en utilisant le logiciel en ligne gratuit www.randomizer.org (141). 

Une deuxième étape d'inclusion de patients a été effectuée, intéressant cette fois ci 

les lésions coliques adénomateuses en dysplasie de haut grade. Une méthodologie 

similaire a été utilisée. Les comptes rendus anatomopathologiques rédigés sur la 

période comprise entre le 01/01/2003 et le 01/01/2013 et possédant le codes 

ADICAP "Adénome colique (…) avec dysplasie grave" ("*OHDCA3*") ont été listés. 

Cent-cinquante-et-un patients ont ainsi été identifiés. Après numérotation par ordre 

chronologique, un tirage au sort simple de 18 cas a été effectué en utilisant le logiciel 

en ligne www.randomizer.org (141).  

Au total donc, 81 patients ont été inclus dans notre étude. Les lames histologiques 

colorées par l'HES (Hématoxyline-Eosine-Safran) ont été désarchivées et les 

territoires d'épithélium colique normal, d'adénome en dysplasie de bas grade (selon 

la classification de Vienne (19)), d'adénome en dysplasie de haut grade (idem (19)) 
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et d'adénocarcinome invasif ont été circonscrits au feutre après examen au 

microscope optique Olympus BH-2 (Olympus, Japon). Dans la mesure du possible, 

les territoires d'épithélium normal ont été sélectionnés à distance de la lésion 

tumorale ou adénomateuse. Parallèlement, les données associées concernant les 

lésions ont été compilées, à savoir l'âge des patients à la date de diagnostic, le stade 

pTNM de la tumeur (réévalué selon la classification TNM 2009 (142), la présence ou 

non d'emboles vasculaires tumoraux et d'engainements tumoraux péri-nerveux. Lors 

de l'estimation du stade pTNM selon la classification la plus récente, si l'information 

concernant l'existence ou non d'une métastase viscérale n'était pas disponible, il a 

été considéré qu'il n'y en avait pas, c'est à dire que la tumeur a été considérée 

comme M0.  

Les blocs tissulaires paraffinés correspondant ont été sorti des archives et transmis 

avec les lames correspondantes colorées par l’HES pour la construction des 

micromatrices. Des échantillons de 0,6 mm de diamètre ont été prélevés dans les 

territoires d'intérêt et transférés dans des blocs de paraffine à l’aide d’un instrument 

Beecher Manual Tissue Arrayer 1. À visée purement exploratoire et à titre d'objectif 

mineur de l'étude, 3 métastases ganglionnaires lymphatiques d’adénocarcinome 

colique (parmi les cas tirés au sort) ont également été incluses dans les 

micromatrices. 

Afin de permettre une cartographie précise des micromatrices et une identification 

exacte de chaque échantillon tissulaire, des fragments de tissu normal rénal, 

surrénalien, hépatique ont été insérés à intervalles réguliers.  

Des coupes consécutives de 4 µm d’épaisseur ont été effectuées sur le même 

microtome, en un seul temps, à partir des micromatrices, et colorées toutes les 10 

coupes à l’Hématoxyline-Eosine-Safran pour s’assurer de la nature histologique et de 

la qualité morphologique des différents échantillons. 

 

2.3 Anticorps et analyses immunohistochimiques 

2.3.1 Optimisation et contrôles des réactions immunohistochimiques  

Pour les anticorps anti-BiP, CHOP ou GADD34, l’optimisation a été effectuée en 

utilisant des amas cellulaires fixés au formol et inclus en paraffine confectionnés à 

l’occasion d’une précédente étude dirigée (143). Des cellules adénocarcinomateuses 

de la lignée A549 (achetée auprès de l’American Type Culture Collection) avaient été 

mises en culture et traitées par de la tunicamycine à une concentration de 2,5 µg/mL 
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pendant différentes durées (jusqu’à 16 heures). Des cellules identiques servant de 

contrôles négatifs avaient été incubées dans des conditions similaires, excepté l’ajout 

de tunicamycine. La tunicamycine est un agent chimique induisant un stress du RE 

en empêchant le repliement des protéines au sein du RE du fait de l’inhibition de la 

N-glycosylation (45). Après traitement, les cellules en culture avaient été lysées et 

l’expression protéique de BiP et GADD34 avait été évaluée par une technique de 

western blot (144). Un traitement par la tunicamycine pendant 16 heures avait abouti 

à une augmentation maximale de l’expression des protéines BiP et GADD34, en 

comparaison avec les cellules non traitées, ce qui avait permis la validation de 

l’utilisation de ces cellules comme contrôles positifs et négatifs de la présence d’un 

stress du RE et de l’activation de la RPNR. D’autres cellules A549, mises en culture 

dans les mêmes conditions (traitement par la tunicamycine pendant 16 heures pour 

les témoins positifs et absence de traitement pour les témoins négatifs), avaient été 

fixées dans du Cytofix (Surgipath®, Milton Keynes, Royaume-Uni) et incluses en 

paraffine. 

Ces amas cellulaires fixés et paraffinés ont servi de témoins positifs et négatifs lors 

de l’optimisation des anticorps anti-BiP, CHOP ou GADD34. Des concentrations 

croissantes d’anticorps ont été testées (de 1 : 800 à 1 : 50) et la différence d’intensité 

du signal obtenu entre cellules ayant subi un stress du RE et celles ayant été 

cultivées dans des conditions optimales a été évaluée. Les conditions optimales de 

réaction immunohistochimique qui ont été choisies correspondaient à celles pour 

lesquelles la différence d’intensité de marquage entre les contrôles positifs et 

négatifs était la plus flagrante. 

En ce qui concerne les anticorps dirigés contre Ki67 et E-cadhérine, nous avons 

choisi les conditions utilisées en pratique courante dans notre laboratoire. Pour 

l’immunomarquage HIF-1 alpha en revanche, nous avons optimisé le choix des 

conditions de réaction immunohistochimique à l’aide d’une pièce de résection de 

tumeur cérébrale (glioblastome multiforme) fixée au formol et incluse en paraffine, 

selon les recommandations du fabricant. 

 

2.3.2 Immunomarquages  

Le déparaffinage, le démasquage antigénique, la réaction immunohistochimique 

ainsi que sa détection ont été effectués en utilisant l'automate Benchmark ULTRA 
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Ventana Roche, Suisse). Les coupes ont été chauffées jusqu'à 72°C puis incubées 

pendant 30 minutes en présence des anticorps suivants, selon la dilution indiquée :  

- Un anticorps monoclonal de lapin anti-BiP (C50B12 #3177; Cell Signaling 

Technology, États-Unis d’Amérique) reconnaissant BiP, utilisé à une dilution 

de 1 : 200. 

- Un anticorps monoclonal de souris anti-CHOP/GADD153 (ab11419 , 

Abcam, Royaume-Uni) reconnaissant CHOP, utilisé à une dilution de 1 : 100. 

- Un anticorps polyclonal de lapin anti-GADD34 (10449-1-AP, Proteintech, 

États-Unis d’Amérique), utilisé à une dilution de 1 : 100. 

- Un anticorps monoclonal de souris anti-Ki67 (clone MIB-1, Dako, Danemark 

et États-Unis d’Amérique), utilisé à une dilution de  1 :100 

- Un anticorps monoclonal de souris anti-E-cadhérine (4A2C7, Life 

Technologies, États-Unis d’Amérique), selon la pré-dilution fournie par le 

fabriquant. 

- Un anticorps monoclonal de souris anti-HIF-1 alpha (ab8366, Abcam, 

Royaume-Uni), utilisé à une dilution de  1 : 250. 

 Les lames ont enfin été rincées dans une solution tampon et la détection de 

l’anticorps primaire s’est effectuée grâce à la solution Ultraview DAB (Roche-

Ventana, Suisse). Après rinçage, l'application d'une goutte d'hématoxyline pendant 4 

minutes a servi de contre-coloration, avant rinçage et application d'une lamelle de 

verre. 

 

2.4 Critères d’analyse des immunomarquages 

Les lames immunomarquées ont été lues au microscope optique Olympus BH-2. 

Seules les cellules épithéliales (normales dans l’épithélium normal, dysplasiques 

dans les lésions adénomateuses, malignes dans les lésions adénocarcinomateuses 

primitives ou métastatiques) ont été prises en compte pour le marquage, et les 

territoires de tissu conjonctif ont été ignorés.  

 

2.4.1 Immunomarquages BiP et CHOP 
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Pour les immunomarquages BiP et CHOP, le pourcentage de cellules marquées a 

été évalué pour chaque score d’intensité. Le marquage a été gradé comme : [0] 

aucun, [1] visible mais faible, [2] modéré, non maximal, [3] maximal. Pour BiP, seul le 

marquage cytoplasmique a été pris en compte, contrairement à CHOP où seul le 

marquage nucléaire a été analysé. Afin de prendre en compte à la fois le nombre de 

cellules marquées et la force du marquage, le score suivant a été calculé, adapté 

d’une méthode initialement décrite par Allred et al (145) :  

Score d’immunomarquage =  

100 x [(pourcentage de cellules fortement marquées x 3) +  

(pourcentage de cellules modérément marquées x 2) +  

(pourcentage de cellules faiblement marquées x 1)]  

La valeur obtenue pour chaque échantillon était donc comprise entre 0 et 300.  

 

2.4.2 Immunomarquage Ki67 

Pour l’immunomarquage Ki67, le pourcentage de noyaux positifs parmi les cellules 

épithéliales d’intérêt a été évalué. L’index d’immunomarquage pour chaque lésion 

était donc compris entre 0 et 100. 

 

2.4.3 Immunomarquages GADD34, E-cadhérine et HIF-1 alpha 

Pour les immunomarquages GADD34, E-cadhérine et HIF-1 alpha, le marquage de 

tous les compartiments cellulaires, membranes comprises, a été pris en compte. 

L’intensité du signal a été évalué de façon semi-quantitative entre 0 et 3 (7 scores 

possibles par échantillon : 0 ; 0,5 ; 1 ; 1,5 ; 2 ; 2,5  et 3).  

 

2.5 Analyse statistique 

Pour chaque immunomarquage protéique, nous avons crée un modèle linéaire à 

effets mixtes (146) en prenant en compte la nature histologique du prélèvement ainsi 

que l’âge du patient à la date du diagnostic et son genre. L’utilisation d’un modèle 

linéaire à effets mixtes permet l’étude de la corrélation entre les données de 

différents échantillons lorsque certains d’entre eux sont reliés parce qu’ils 

proviennent du même patient, et ainsi sont dépendants. Le modèle incluait les 

données cliniques suivantes ; sexe et âge comme effets fixes, en ajoutant un effet 

stochastique pour chaque individu. La variable d’issue correspondait au score 

d’immunomarquage pour chaque échantillon. Deux sous-modèles ont été utilisés : 
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dans le premier, la nature histologique du fragment tissulaire a été incluse comme 

facteur à 5 niveaux ; dans le second, la nature histologique de chaque échantillon a 

été représentée par un score allant de 1 à 5, 1 correspondant à l’épithélium colique 

normal, 2 à la dysplasie de bas grade, 3 à la dysplasie de haut grade, 4 à 

l’adénocarcinome colique infiltrant primitif et 5 à la métastase ganglionnaire 

d’adénocarcinome d’origine colique. Le premier sous-modèle permettait l’utilisation 

d’un paramètre différent pour chaque type histologique alors que le second était plus 

simple et estimait un « effet de tendance ». Lorsque les suppositions du modèle 

n’étaient pas vérifiées (c’est-à-dire des valeurs résiduelles étant indépendantes, 

ayant une variance constante et étant normalement distribuées), les données brutes 

ont été transformées. Toutes ces analyses statistiques ont été effectuées à l’aide de 

la version 2.15.2 du logiciel R (R Foundation for Statistical Computing, Autriche). 

L’interprétation de la significativité des résultats a nécessité une correction dite de 

« Bonferroni » afin de prendre en compte les comparaisons multiples et le risque 

d’obtenir des résultats statistiquement significatifs (p < 0,05) uniquement par chance 

en raison du très grand nombre de tests réalisés (erreurs de type I). Le degré de 

significativité (risque alpha) a donc été calculé, pour le premier sous modèle linéaire 

à effets mixtes, à 0,000397 (c’est à dire 0,05 / (21x 6), 21 étant le nombre de 

comparaisons effectuées pour chaque anticorps entre les différentes catégories 

histologiques et 6 le nombre d’anticorps étudiés).  

 

Finalement, la corrélation entre les paires d’immunomarquages pour chaque 

catégorie histologique a été explorée en calculant le coefficient de corrélation de 

Spearman à l’aide du programme gratuit accessible en ligne à l’adresse 

http://marne.u707.jussieu.fr/biostatgv/?module=tests/spearman (147). Si, pour 

chaque paire protéique étudiée, au minimum l’une des données n’était pas 

disponible pour un fragment, ce dernier était exclu de l’analyse. Ici encore, la 

significativité des résultats a été interprétés à la lumière d’une correction de 

Bonferroni, avec un seuil de significativité calculé comme suit :  

0,05 / [6 x (6 + 5 + 4 + 3 + 2 + 1)] = 0,000397 

L’explication de ce calcul est la suivante : 0,05 est le risque alpha habituellement 

choisi ; il y a eu 6 catégories étudiées (toute histologie confondue, « épithélium 

colique normal », « lésion adénomateuse en dysplasie de bas grade », « lésion 
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adénomateuse en dysplasie de haut grade », « adénocarcinome », « métastase 

ganglionnaire »), et pour chaque catégorie, 21 paires de protéines ont été étudiées 

(c’est à dire 6 + 5 + 4 + 3 + 2 + 1 paires). À noter que cette valeur est identique à 

celle obtenue pour l’interprétation de la significativité des résultats issus du modèle 

linéaire à effets mixtes. 
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3. RÉSULTATS 

3.1 Validation des anticorps utilisés  

3.1.1 Optimisation des anticorps 

Avant de mesurer le taux des marqueurs étudiés de stress du RE et de la RPNR, 

c’est à dire BiP, CHOP et GADD34 dans les échantillons tissulaires des 

micromatrices, il convenait de valider les anticorps utilisés. Dans ce but, nous avons 

utilisé des cellules mises en culture ayant subi artificiellement un stress du RE 

(contrôles positifs), pour lesquels l’existence d’un tel stress avait été confirmé par la 

technique du western blot dans une précédente étude (143). La différence d’intensité 

du marquage entre cellules « stressées » et cellules non « stressées » a été évaluée 

à l’examen microscopique. Pour BiP, la différence la plus flagrante entre cellules 

« stressées » et celles qui ne l’étaient pas a été obtenue à une concentration 

d’anticorps à 1 : 200, avec des cellules non traitées comportant un marquage 

cytoplasmique faible comparé à un fort signal obtenu pour les cellules traitées 

(Figure 4). Étant donné que BiP est une protéine chaperonne abondante du RE (52), 

cette localisation était attendue. Pour CHOP et GADD34 en revanche, la différence 

d’intensité des marquages était beaucoup moins flagrante (Figure 4) ; pour ces 2 

anticorps, une dilution de 1 : 100 nous est apparu la plus pertinente. Pour CHOP, il 

existait un marquage à la fois cytoplasmique et nucléaire, attendu du fait de son rôle 

de facteur de transcription. Pour GADD34, le marquage était principalement 

cytoplasmique, ce qui est en cohérent pour une sous-unité à activité phosphatase 

connue pour s’associer à la surface cytosolique de la membrane du RE. En ce qui 

concerne les anticorps dirigés contre Ki67, les conditions d’utilisation ont été validées 

par l’immunomarquage d’une biopsie fixée au formol et incluse en paraffine, 

correspondant à un carcinome neuro-endocrine à petites cellules broncho-

pulmonaire (image non montrée). Pour E-cadhérine, nous avons utilisé des biopsies 

mammaires de carcinome lobulaire (contrôle négatif, non montré) et de carcinome 

canalaire (contrôle positif, non montré). Pour l’immunomarquage HIF-1 alpha qui 

n’est pas utilisé en pratique courante, nous avons optimisé le choix des conditions de 

réaction immunohistochimique à l’aide d’une pièce de résection de tumeur cérébrale 

(glioblastome multiforme) fixée au formol et incluse en paraffine, selon les 

recommandations du fabricant (Figure 5).  
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Figure 4 : Images représentatives des amas cellulaires A549 immunomarqués pour BiP, CHOP et 

GADD34 pendant l’optimisation de la réaction immunohistochimique. Les contrôles négatifs (-) n’ont 

pas été traités, et les contrôles positifs (+) ont été traités pendant 16 heures par de la tunicamycine à 

une concentration de 2,5 µg/mL. Les coupes ont été incubées avec les anticorps anti-BiP (1 : 200), 

anti-CHOP (1 : 100) et anti-GADD34 (1 : 100). La détection (coloration brune) s'est faite à l'aide d'une 

méthode en deux étapes.  
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Figure 5 : Images représentatives d’une coupe tissulaire issue d’une pièce de résection cérébrale 

d’un glioblastome multiforme de grade IV selon la classification internationale (a), immunomarqué 

pour HIF-1 alpha pendant l’optimisation de la réaction immunohistochimique. Le tissu cérébral 

normal adjacent (b) sert de témoin négatif interne. La coupe a été incubée avec l’anticorps anti-HIF-1 

alpha (1 : 250). La détection (coloration brune) s'est faite à l'aide d'une méthode en deux étapes.  

 

 

3.2 Caractéristiques de la population de référence et des patients inclus dans 

l’étude 

3.2.1 Caractéristiques de la population de référence 

3.2.1.1 Patients présentant un adénocarcinome colique 

Neuf-cent-seize comptes rendus correspondant à la résection d'un adénocarcinome 

colique sur la période s'étendant du 01/01/2003 au 01/01/2013 ont été donc 

identifiés. L'âge moyen des patients à la date du diagnostic était de 70 ans (écart-

type = 13) et l’âge médian de 72 ans (distance interquartile = 20) ; 56% (510 

individus) étaient des hommes et 44% (406 individus) étaient des femmes. 

3.2.1.2 Patients présentant des lésions adénomateuses coliques  en dysplasie de 

haut grade 

En ce qui concerne les comptes rendus de résection de lésion colique 

adénomateuse en dysplasie de haut grade, 151 cas ont été identifié sur la même 

période. L'âge moyen au diagnostic était de 69 ans (écart-type = 12) et l’âge médian 

de 70 ans (distance interquartile = 17) ; 68% (103 individus) étaient des hommes et 

32% (48 individus) étaient des femmes.  
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3.2.2 Caractéristiques des patients inclus dans l'étude 

3.2.2.1 Patients présentant un adénocarcinome colique 

Pour les pièces de résection d'adénocarcinome colique, 68 cas ont été tirés au sort 

parmi les 916 patients identifiés. Cinq cas ont été secondairement exclus en raison 

de la présence d'une tumeur d'origine indéterminée (1 cas), de l'absence de bloc 

tissulaire dans les archives (3 cas) ou d'une erreur de codage ADICAP (en fait, pièce 

de résection d’une métastase hépatique). Au total, 63 patients avec adénocarcinome 

ont donc été sélectionnés et inclus dans l'étude. Le tableau 1 résume les 

caractéristiques d’âge au diagnostic. Ce dernier, tout sexe confondu, était de 69 ans 

(écart-type = 13) - chiffres identiques chez les hommes comme chez les femmes - et 

l’âge médian tout sexe confondu, de 70 ans (distance interquartile = 22) - 69 ans 

chez les hommes et 70 ans chez les femmes - . Cinquante-six pour-cent (35 

individus) étaient des hommes et 44% (28 individus) des femmes. Quarante-et-un 

(65%) individus ne présentaient que des lésions adénocarcinomateuses invasives, 

sans lésions adénomateuses dysplasiques de bas ou haut grade associées. Dix 

patients (16%) présentaient à la fois des lésions adénocarcinomateuses invasives, 

des lésions adénomateuses de bas grade et des lésions adénomateuses de haut 

grade. Enfin, 9 patients (14%) présentaient des lésions adénocarcinomateuses et 

des lésions adénomateuses dysplasiques de bas grade, sans haut grade associé, et  

3 patients (5%) présentaient des lésions adénocarcinomateuses associées à des 

lésions adénomateuses en dysplasie de haut grade, sans bas grade associé. 

Le tableau 2 résume les marqueurs d'agressivité des lésions invasives incluses, à 

savoir la présence ou non d'embole vasculaires tumoraux ou d'engainements 

tumoraux péri-nerveux. 

Le tableau 3 résume quant à lui le stade des tumeurs incluses, selon la 7ième 

classification pTNM (142). Lorsque l'information concernant l'existence ou non d'une 

métastase viscérale n'était pas indiquée, il a été considéré qu'il n'y en avait pas (M0). 

À noter que pour 3 cas, il n'était pas possible de préciser le stade de la lésion car la 

résection de la tumeur était incomplète en profondeur. 
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 Age moyen en années                              

(± écart-type)                          

tous sexes confondus 

Age moyen en années                   

(± écart-type)                     

chez les hommes 

Age moyen en années                        

(± écart-type)                   

chez les femmes 

Adénocarcinome 

colique 

69 (± 13) 69 (± 13) 69 (± 13) 

Adénome en dysplasie 

de haut grade 

68 (± 14) 74 (± 6) 67 (± 15) 

Tableau 1 : Age moyen en années (± écart-type) des patients étudiés tirés au sort et inclus dans 

l’étude selon leur sexe et leur population d’origine (patients traités pour résection d’adénocarcinome 

colique au CHU de Rouen entre le 01/01/2003 et le 01/01/2013 ; patients traités  pour résection 

d’adénome colique en dysplasie de haut grade au CHU de Rouen entre le 01/01/2003 et le 

01/01/2013). 

 

 

Marqueurs d’agressivité tumorale Présents Absents Non précisé Total 

Emboles vasculaires tumoraux 40 (63%) 13 (21%) 10 (16%) 63 

Engainements tumoraux péri-nerveux 28 (44%) 13 (21%) 22 (35%) 63 

Tableau 2 : Nombre de lésions (et pourcentage de l’ensemble des tumeurs) présentant / ne 

présentant pas de marqueurs d’agressivité tumorale (emboles vasculaires tumoraux et engainements 

tumoraux péri-nerveux) parmi les  63 adénocarcinomes coliques inclus dans l’étude. 

 

 

Stade selon la classification TNM 2009 Nombre de 

cas 

Pourcentage 

0 0 0% 

I 13 21% 

II 15 23% 

III 19 30% 

IV 13 21% 

Information impossible à préciser 3 5% 

Total 63 100% 

Tableau 3 : Répartition des 63 adénocarcinomes coliques inclus dans l’étude en fonction du stade 

pTNM 2009 (7
ième

 édition). 
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3.2.2.2 Patients présentant des lésions adénomateuses coliques  en dysplasie de 

haut grade 

Après numérotation par ordre chronologique, un tirage au sort simple de 18 cas a été 

effectué parmi la population de patients ayant bénéficié de l'exérèse d'une lésion 

colique adénomateuse en dysplasie de haut grade entre le 01/01/2003 et le 

01/01/2013 (n = 151).   

L’âge moyen à la date du diagnostic était de 69 ans (écart-type = 13 ans) et l’âge 

médian de 71 ans (distance interquartile = 14 ans) ; 78% (14 individus) étaient des 

hommes et 22% (4 individus) des femmes. Sur ces 18 cas, 13 (72%) présentaient 

des lésions de dysplasie de bas grade associées, et 3 (17%) une lésion 

adénocarcinomateuse invasive. 

 

3.3 Nature des prélèvements inclus dans les micromatrices tissulaires 

Dans la mesure du possible et en fonction de la quantité de matériel tissulaire 

disponible, pour chaque patient inclus dans l'étude, 2 fragments d'épithélium colique 

normal à distance des lésions adénomateuses ou adénocarcinomateuses ont été 

transférés dans les micromatrices. Pour les territoires adénomateux et 

adénocarcinomateux, au mieux 3 fragments ont été intégrés dans les micromatrices 

en essayant d'échantillonner au mieux la lésion en prenant en compte sa superficie 

(vers la lumière digestive), son centre, et son front d’invasion périphérique pour les 

lésions invasives.  

Cet échantillonnage n'a pas toujours été possible : dans les cas où le matériel 

tissulaire était peu abondant, l'attitude choisie a été de ne pas mutiler les blocs 

paraffinés pour permettre une éventuelle relecture diagnostique ou la réalisation 

d’autres études (pour le bénéfice direct du patient ou à visée de recherche).  

Pour les quelques patients inclus dans l’étude pour lesquels le curage ganglionnaire 

associé à la pièce opératoire présentait une métastase ganglionnaire (3 individus 

seulement), ces lésions à distance ont été associées dans la matrice, à raison de 2 

échantillons par lésion, soit 6 fragments inclus.  

Le tableau 4 indique le nombre de fragments tissulaires intégrés dans les 

micromatrices en fonction de leur nature histologique. 
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 N BG HG ADK META Total 

Nombre de fragments inclus 117 86 62 175 6 446 

Tableau 4 : Nombre de fragments tissulaires inclus dans les micromatrices tissulaires en fonction de 

leur nature histologique. N = épithélium colique normal ; BG = lésion adénomateuse colique en 

dysplasie de bas grade ; HG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de haut grade ; ADK = 

adénocarcinome colique infiltrant ; META = métastase ganglionnaire d’un adénocarcinome colique. 

 

 

3.4 Analyse des micromatrices tissulaires pour les immunomarquages BiP, 

CHOP, GADD34, Ki67, E-cadhérine et HIF-1 alpha 

Le tableau 5 met en évidence le nombre de fragments étudiés selon leur nature 

histologique, et ce pour chaque anticorps utilisé.  

 

 N BG HG ADK META Total 

BiP 87 80 55 155 5 382 

CHOP 76 82 53 135 6 352 

GADD34 79 81 55 152 5 372 

Ki67 83 76 49 142 4 354 

E-cadhérine 84 77 50 143 4 358 

HIF-1 alpha 81 76 51 146 4 358 

Tableau 5 : Nombre de fragments évalués pour chaque anticorps selon leur nature histologique.            

N = épithélium colique normal ; BG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de bas grade ; HG = 

lésion adénomateuse colique en dysplasie de haut grade ; ADK = adénocarcinome colique infiltrant ; 

META = métastase ganglionnaire d’un adénocarcinome colique. 

 

 

3.4.1 Analyse des micromatrices immunomarquées pour BiP  

Des images représentatives des échantillons inclus dans les micromatrices marqués 

pour BiP sont compilées dans la figure 6. Comme attendu, le marquage était de 

localisation cytoplasmique. Le score moyen (avec écart-type) et médian (avec 

distance interquartile) a été calculé pour chaque type histologique (Tableau 6). Les 

valeurs ne présentant pas une distribution normale (après vérification graphique), un 

diagramme à « boîtes et à moustaches » a été construit en plus d’un histogramme 

(Figure 7). Le marquage de BiP était relativement faible dans l'épithélium colique 

normal et s'accentuait progressivement au fur et à mesure que les lésions 

progressaient vers l’adénocarcinome infiltrant, avec dans cette catégorie un score 

moyen correspondant à environ 5 fois celui de l'épithélium colique normal. La 
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tendance était continue hormis pour la catégorie « métastase » dans laquelle le 

score moyen est plus bas que celui de la catégorie « adénome en dysplasie de haut 

grade ». Ceci peut s'expliquer par une variation due à la chance étant donné le très 

petit nombre de fragments de métastases étudiées (n = 5). 

  

Un modèle linéaire à effets mixtes (146) a ensuite été utilisé pour tester la 

significativité des résultats obtenus. Les données brutes ont été élevées au carré 

pour respecter les hypothèses du modèle à savoir des résidus normalement 

distribués, indépendants, avec une variance constante. Ce modèle n'a pas montré 

d'association entre  l'index d'immunomarquage de BiP et les variables cliniques 

« âge à la date du diagnostic » et « sexe ». Les index d'immunomarquage étaient 

significativement différents entre de nombreuses catégories histologiques, et ces 

résultats sont compilés dans le tableau 7. Le paramètre d' « effet de tendance » était 

très significatif (p < 0,001), indiquant que globalement, le score d'immunomarquage 

pour BiP augmentait significativement à mesure que l'épithélium colique progressait 

vers des lésions tumorales malignes primitives ou métastatiques. 
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Figure 6 : Images représentatives de fragments après immunomarquage pour BiP.                                                   

N = épithélium colique normal ; BG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de bas grade ; HG = 

lésion adénomateuse colique en dysplasie de haut grade ; ADK = adénocarcinome colique infiltrant. 
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BiP N BG HG ADK META 

Score moyen                                

(± écart-type) 

28                 

(± 45) 

57                            

(± 47) 

137                

(± 61) 

146                

(± 59) 

115                 

(± 97) 

Score médian                       

(± distance inter-quartile) 

5                    

(± 40) 

50                 

(± 95) 

130               

(± 75) 

140               

(± 80) 

90               

(± 150) 

Tableau 6 : Score moyen (± écart-type) et score médian (± distance inter-quartile) des fragments 

tissulaires inclus dans les micromatrices et immunomarqués pour BiP, selon leur nature histologique. 

Pour chaque échantillon de tissu, le score était compris entre 0 et 300. N = épithélium colique 

normal ; BG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de bas grade ; HG = lésion adénomateuse 

colique en dysplasie de haut grade ; ADK = adénocarcinome colique infiltrant ; META = métastase 

ganglionnaire d’un adénocarcinome colique.  



 51 

 

 
Figure 7 : Quantification du marquage de BiP. L’intensité du marquage et le pourcentage de cellules 

marquées ont été utilisés pour obtenir, pour chaque fragment, un index d’immunomarquage selon la 

formule suivante : index = Score d’immunomarquage = 100 x [(pourcentage de cellules fortement 

marquées x 3) + (pourcentage de cellules modérément marquées x 2) + (pourcentage de cellules 

faiblement marquées x 1)]. (a) Les données sont présentées comme moyenne ± écart type. (b) Les 

données sont présentées comme médiane (barre centrale), premier et troisième quartiles 

(extrémités du rectangle) et valeurs extrêmes (barres de la moustache). N = épithélium colique 

normal ; BG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de bas grade ; HG = lésion adénomateuse 

colique en dysplasie de haut grade ; ADK = adénocarcinome colique infiltrant ; META = métastase 

ganglionnaire d’adénocarcinome colique primitif. 
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BiP N BG HG ADK META 

N  <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 

BG   <0,001 <0,001 0,138 

HG    0,897 0,154 

ADK     0,127 

META      

Tableau 7 : Degré de significativité des différences de score d’immunomarquage pour BiP constatées 

entre les différentes catégories histologiques. Les valeurs p ont été obtenues en utilisant un modèle 

linéaire à effets mixtes incluant la nature histologique de l'échantillon, l'âge du patient à la date du 

diagnostic et son sexe. Chaque entrée représente la valeur p sous l’hypothèse nulle que le score 

d’immunomarquage pour le type histologique dans une ligne du tableau est égal à au score pour le 

type histologique dans une colonne. Pour prendre en compte les comparaisons multiples, le seuil de 

significativité, en utilisant une correction de Bonferroni, a été calculé à 8 x 10
-4

 (c’est-à-dire 0 ,05 / 

[10 x 6]). Les cellules rouges indiquent un résultat en deçà de ce seuil, considéré comme significatif. 

Les données brutes ont été élevées au carré pour être en accord avec les suppositions du modèle (à 

savoir résidus normalement distribués et indépendants, variance constante). L’analyse des données a 

été effectuée en utilisant le logiciel R. N = épithélium colique normal ; BG = lésion adénomateuse 

colique en dysplasie de bas grade ; HG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de haut grade ; 

ADK = adénocarcinome colique infiltrant ; META = métastase ganglionnaire d’un adénocarcinome 

colique. 
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3.4.2 Analyse des micromatrices immunomarquées pour CHOP  

Des images représentatives des échantillons inclus dans les micromatrices marqués 

pour CHOP sont compilées dans la figure 8. Comme attendu, le marquage était de 

localisation nucléaire. Le score moyen (avec écart-type) et médian (avec distance 

interquartile) a été calculé pour chaque type histologique (Tableau 8). Les valeurs ne 

présentant pas une distribution normale (après vérification graphique), un diagramme 

à boîtes et à moustaches a été construit en plus d’un histogramme (Figure 9). Le 

marquage de CHOP était relativement fort dans l'épithélium colique normal et 

diminuait progressivement au fur et à mesure que les lésions progressaient vers 

l’adénocarcinome infiltrant, avec dans cette catégorie un score moyen environ 2 fois 

moindre que celui de l'épithélium colique normal. La tendance n’était cependant pas 

continue : le score moyen de la catégorie « adénome en dysplasie de bas grade » 

était très faiblement inférieur à celui de la catégorie « adénome en dysplasie de haut 

grade ». De même, le score moyen dans la catégorie « métastase » était légèrement 

supérieur à celui de la catégorie « adénocarcinome ».  

 

Les hypothèses du modèle linéaire à effet mixte en utilisant les données brutes 

étaient vérifiées, et aucune modification n'était alors requise. Ce modèle n'a pas 

montré d'association entre  l'index d'immunomarquage de CHOP et les variables 

cliniques « âge à la date du diagnostic » et « sexe ». Les index d'immunomarquage 

étaient significativement différents entre de nombreuses catégories histologiques, et 

ces résultats sont compilés dans le tableau 9. Le paramètre d' « effet de tendance » 

était très significatif (p < 0,001), indiquant que globalement, le score 

d'immunomarquage pour CHOP diminuait significativement à mesure que 

l'épithélium colique progressait vers des lésions tumorales malignes primitives ou 

métastatiques. 
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Figure 8 : Images représentatives de fragments après immunomarquage pour CHOP.                                                   

N = épithélium colique normal ; BG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de bas grade ; HG = 

lésion adénomateuse colique en dysplasie de haut grade ; ADK = adénocarcinome colique infiltrant. 
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CHOP N BG HG ADK META 

Score moyen                                

(± écart-type) 

260                 

(± 52) 

173             

(± 54) 

175               

(± 46) 

124             

(± 49) 

137                

(± 102) 

Score médian                       

(± distance inter-quartile) 

280                

(± 50) 

180                 

(± 50) 

180               

(± 50) 

120               

(± 50) 

90               

(± 128) 

Tableau 8 : Score moyen (± écart-type) et score médian (± distance inter-quartile) des fragments 

tissulaires inclus dans les micromatrices et immunomarqués pour CHOP, selon leur nature 

histologique. Pour chaque échantillon de tissu, le score était compris entre 0 et 300. N = épithélium 

colique normal ; BG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de bas grade ; HG = lésion 

adénomateuse colique en dysplasie de haut grade ; ADK = adénocarcinome colique infiltrant ; META 

= métastase ganglionnaire d’un adénocarcinome colique. 
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Figure 9 : Quantification du marquage de CHOP. L’intensité du marquage et le pourcentage de 

cellules marquées ont été utilisés pour obtenir, pour chaque fragment, un index d’immunomarquage 

selon la formule suivante : index = Score d’immunomarquage = 100 x [(pourcentage de cellules 

fortement marquées x 3) + (pourcentage de cellules modérément marquées x 2) + (pourcentage de 

cellules faiblement marquées x 1)]. (a) Les données sont présentées comme moyenne ± écart type. 

(b) Les données sont présentées comme médiane (barre centrale), premier et troisième quartiles 

(extrémités du rectangle) et valeurs extrêmes (barres de la moustache). N = épithélium colique 

normal ; BG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de bas grade ; HG = lésion adénomateuse 

colique en dysplasie de haut grade ; ADK = adénocarcinome colique infiltrant ; META = métastase 

ganglionnaire d’adénocarcinome colique primitif. 
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CHOP N BG HG ADK META 

N  <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 

BG   0,525 <0,001 0,020 

HG    <0,001 0,039 

ADK     0,910 

META      

Tableau 9 : Degré de significativité des différences de score d’immunomarquage pour CHOP 

constatées entre les différentes catégories histologiques. Les valeurs p ont été obtenues en utilisant 

un modèle linéaire à effets mixtes incluant la nature histologique de l'échantillon, l'âge du patient à 

la date du diagnostic et son sexe. Chaque entrée représente la valeur p sous l’hypothèse nulle que le 

score d’immunomarquage pour le type histologique dans une ligne du tableau est égal à au score 

pour le type histologique dans une colonne. Pour prendre en compte les comparaisons multiples, le 

seuil de significativité, en utilisant une correction de Bonferroni, a été calculé à 8 x 10
-4

 (c’est-à-dire 

0 ,05 / [10 x 6]). Les cellules rouges indiquent un résultat en deçà de ce seuil, considéré comme 

significatif. L’analyse des données a été effectuée en utilisant le logiciel R. N = épithélium colique 

normal ; BG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de bas grade ; HG = lésion adénomateuse 

colique en dysplasie de haut grade ; ADK = adénocarcinome colique infiltrant ; META = métastase 

ganglionnaire d’un adénocarcinome colique. 
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3.4.3 Analyse des micromatrices immunomarquées pour GADD34  

Des images représentatives des échantillons inclus dans les micromatrices marqués 

pour GADD34 sont compilées dans la figure 10. Le marquage était de localisation 

cytoplasmique et apparaissait très homogène au sein des cellules épithéliales. Le 

score moyen (avec écart-type) et médian (avec distance interquartile) a été calculé 

pour chaque type histologique (Tableau 10). Les valeurs ne présentant pas une 

distribution normale (après vérification graphique), un diagramme à boîtes et à 

moustaches a été construit en plus d’un histogramme (Figure 11). Le marquage de 

GADD34 était relativement fort dans l'épithélium colique normal et tendait à décroître 

à mesure que les lésions progressaient vers l’adénocarcinome infiltrant, avec dans 

cette catégorie un score moyen environ 1,3 fois moindre que celui de l'épithélium 

colique normal. La tendance n’était cependant pas continue : le score moyen de la 

catégorie « adénome en dysplasie de bas grade » était légèrement inférieur à celui 

de la catégorie « adénome en dysplasie de haut grade », et surtout, le score moyen 

dans la catégorie « adénome en dysplasie de haut grade » était légèrement 

supérieur à celui de la catégorie « épithélium colique normal ».  

Les hypothèses du modèle linéaire à effet mixte en utilisant les données brutes 

étaient vérifiées, et aucune modification n'était alors requise. Ce modèle n'a pas 

montré d'association entre  l'index d'immunomarquage de GADD34 et les variables 

cliniques « âge à la date du diagnostic » et « sexe ». Les index d'immunomarquage 

étaient significativement différents entre quelques catégories histologiques, et ces 

résultats sont compilés dans le tableau 11. Il est important de noter que la différence 

entre les catégories « adénome en dysplasie de bas grade » et « adénome en 

dysplasie de haut grade » n’était pas significative dans le modèle linéaire à effet 

mixte (p = 0,067), tout comme la différence entre les catégories « épithélium colique 

normal » et « adénome en dysplasie de haut grade » (p = 0,256). 

Le paramètre d' « effet de tendance » était très significatif (p < 0,001), indiquant que 

globalement, le score d'immunomarquage pour GADD34 diminuait significativement 

à mesure que l'épithélium colique progressait vers des lésions tumorales malignes 

primitives ou métastatiques.  
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Figure 10 : Images représentatives de fragments après immunomarquage pour GADD34.                                             

N = épithélium colique normal ; BG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de bas grade ; HG = 

lésion adénomateuse colique en dysplasie de haut grade ; ADK = adénocarcinome colique infiltrant. 
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GADD34 N BG HG ADK META 

Score moyen                                

(± écart-type) 

1,39                

(± 0,6) 

1,17            

(± 0,5) 

1,41              

(± 0,5) 

1                        

(± 0,6) 

0,3              

(± 0,45) 

Score médian                       

(± distance inter-quartile) 

1,5                

(± 1) 

1                         

(± 0,5) 

1,5               

(± 1) 

1                              

(± 1) 

0                             

(± 0,5) 

Tableau 10 : Score moyen (± écart-type) et score médian (± distance inter-quartile) des fragments 

tissulaires inclus dans les micromatrices et immunomarqués pour GADD34, selon leur nature 

histologique. Pour chaque échantillon de tissu, le score était compris entre 0 et 3. N = épithélium 

colique normal ; BG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de bas grade ; HG = lésion 

adénomateuse colique en dysplasie de haut grade ; ADK = adénocarcinome colique infiltrant ; META 

= métastase ganglionnaire d’un adénocarcinome colique. 
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Figure 11 : Quantification du marquage de GADD34. L’intensité du marquage a  été utilisé pour 

obtenir, pour chaque fragment, un index d’immunomarquage compris entre 0 et 3 (scores possibles : 

0 ; 0,5 ; 1 ; 1,5 ; 2 ; 2,5
 
; 3). (a) Les données sont présentées comme moyenne ± écart type. (b) Les 

données sont présentées comme médiane (barre centrale), premier et troisième quartiles 

(extrémités du rectangle) et valeurs extrêmes (barres de la moustache). N = épithélium colique 

normal ; BG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de bas grade ; HG = lésion adénomateuse 

colique en dysplasie de haut grade ; ADK = adénocarcinome colique infiltrant ; META = métastase 

ganglionnaire d’adénocarcinome colique primitif. 
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GADD34 N BG HG ADK META 

N  0,002 0,265 <0,001 <0,001 

BG   0,067 0,056 0,007 

HG    <0,001 0,001 

ADK     0,029 

META      

Tableau 11 : Degré de significativité des différences de score d’immunomarquage pour GADD34 

constatées entre les différentes catégories histologiques. Les valeurs p ont été obtenues en utilisant 

un modèle linéaire à effets mixtes incluant la nature histologique de l'échantillon, l'âge du patient à 

la date du diagnostic et son sexe. Chaque entrée représente la valeur p sous l’hypothèse nulle que le 

score d’immunomarquage pour le type histologique dans une ligne du tableau est égal à au score 

pour le type histologique dans une colonne. Pour prendre en compte les comparaisons multiples, le 

seuil de significativité, en utilisant une correction de Bonferroni, a été calculé à 8 x 10
-4

 (c’est-à-dire 

0 ,05 / [10 x 6]). Les cellules rouges indiquent un résultat en deçà de ce seuil, considéré comme 

significatif. L’analyse des données a été effectuée en utilisant le logiciel R. N = épithélium colique 

normal ; BG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de bas grade ; HG = lésion adénomateuse 

colique en dysplasie de haut grade ; ADK = adénocarcinome colique infiltrant ; META = métastase 

ganglionnaire d’un adénocarcinome colique. 

 



 63 

3.4.4 Analyse des micromatrices immunomarquées pour Ki67  

Des images représentatives des échantillons inclus dans les micromatrices marqués 

pour Ki67 sont compilées dans la figure 12. Le marquage était de localisation 

nucléaire. Le score moyen (avec écart-type) et médian (avec distance interquartile) a 

été calculé pour chaque type histologique (Tableau 12). Les valeurs ne présentant 

pas une distribution normale (après vérification graphique), un diagramme à boîtes et 

à moustaches a été construit en plus d’un histogramme (Figure 13). Le pourcentage 

de cellules épithéliales marquée pour Ki67 était relativement faible dans l'épithélium 

colique normal et augmentait au fur et à mesure que les lésions progressaient vers 

l’adénocarcinome infiltrant, avec dans cette catégorie un score moyen environ 3,5 

fois plus élevé que celui de l'épithélium colique normal. Néanmoins, dans la 

catégorie « métastase ganglionnaire », le pourcentage de cellules épithéliales 

tumorales était plus faible que dans la catégorie « adénome en dysplasie de haut 

grade » et « adénocarcinome ». 

Les hypothèses du modèle linéaire à effet mixte en utilisant les données brutes 

étaient vérifiées, et aucune modification n'était alors requise. La variable clinique 

« âge à la date du diagnostic » était significativement associée avec le pourcentage 

de cellules marquées, mais de façon marginale (p = 0,035). En revanche, il n’existait 

pas d’association avec le sexe des patients. Les index d'immunomarquage étaient 

significativement différents entre de d’assez nombreuses catégories histologiques, et 

ces résultats sont compilés dans le tableau 13. Il est à de noter que la différence 

entre les catégories « adénocarcinome » et « adénome en dysplasie de haut grade » 

n’était pas significative dans le modèle linéaire à effet mixte (p = 0,0963), tout comme 

la différence entre la catégorie « métastase » et la plupart des autres catégories 

histologiques. 

Le paramètre d' « effet de tendance » était très significatif (p < 0,001), indiquant que 

globalement, le pourcentage de cellules marquées par le Ki67 s’accentuait 

significativement à mesure que l'épithélium colique progressait vers des lésions 

tumorales malignes primitives ou métastatiques.  
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Figure 12 : Images représentatives de fragments après immunomarquage pour Ki67.                                                   

N = épithélium colique normal ; BG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de bas grade ; HG = 

lésion adénomateuse colique en dysplasie de haut grade ; ADK = adénocarcinome colique infiltrant.
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Ki67 N BG HG ADK META 

Score moyen                                

(± écart-type) 

12                

(± 9) 

26                         

(± 13) 

46                  

(± 19) 

47                 

(± 22) 

39                  

(± 20) 

Score médian                       

(± distance inter-quartile) 

10                

(± 10) 

25                        

(± 20) 

45               

(± 25) 

45               

(± 25) 

45               

(± 18,75) 

Tableau 12 : Score moyen (± écart-type) et score médian (± distance inter-quartile) des fragments 

tissulaires inclus dans les micromatrices et immunomarqués pour Ki67, selon leur nature 

histologique. Pour chaque échantillon de tissu, le score était compris entre 0 et 100. N = épithélium 

colique normal ; BG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de bas grade ; HG = lésion 

adénomateuse colique en dysplasie de haut grade ; ADK = adénocarcinome colique infiltrant ; META 

= métastase ganglionnaire d’un adénocarcinome colique. 
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Figure 13 : Quantification du marquage de Ki67. Le pourcentage de cellules épithéliales marquées a  

été utilisé pour obtenir, pour chaque fragment, un index d’immunomarquage compris entre 0 et 100. 

(a) Les données sont présentées comme moyenne ± écart type. (b) Les données sont présentées 

comme médiane (barre centrale), premier et troisième quartiles (extrémités du rectangle) et valeurs 

extrêmes (barres de la moustache). N = épithélium colique normal ; BG = lésion adénomateuse 

colique en dysplasie de bas grade ; HG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de haut grade ; 

ADK = adénocarcinome colique infiltrant ; META = métastase ganglionnaire d’adénocarcinome 

colique primitif. 
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Ki67 N BG HG ADK META 

N  <0,001 <0,001 <0,001 0,022 

BG   <0,001 <0,001 0,533 

HG    0,963 0,136 

ADK     0,119 

META      

Tableau 13 : Degré de significativité des différences de score d’immunomarquage pour Ki67 

constatées entre les différentes catégories histologiques. Les valeurs p ont été obtenues en utilisant 

un modèle linéaire à effets mixtes incluant la nature histologique de l'échantillon, l'âge du patient à 

la date du diagnostic et son sexe. Chaque entrée représente la valeur p sous l’hypothèse nulle que le 

score d’immunomarquage pour le type histologique dans une ligne du tableau est égal à au score 

pour le type histologique dans une colonne. Pour prendre en compte les comparaisons multiples, le 

seuil de significativité, en utilisant une correction de Bonferroni, a été calculé à 8 x 10
-4

 (c’est-à-dire 

0 ,05 / [10 x 6]). Les cellules rouges indiquent un résultat en deçà de ce seuil, considéré comme 

significatif. L’analyse des données a été effectuée en utilisant le logiciel R. N = épithélium colique 

normal ; BG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de bas grade ; HG = lésion adénomateuse 

colique en dysplasie de haut grade ; ADK = adénocarcinome colique infiltrant ; META = métastase 

ganglionnaire d’un adénocarcinome colique. 
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3.4.5 Analyse des micromatrices immunomarquées pour E-cadhérine  

Des images représentatives des échantillons inclus dans les micromatrices marqués 

pour E-cadhérine sont compilées dans la figure 14. Le marquage pris en 

considération était membranaire cytoplasmique. Le score moyen (avec écart-type) et 

médian (avec distance interquartile) a été calculé pour chaque type histologique 

(Tableau 14). Les valeurs ne présentant pas une distribution normale (après 

vérification graphique), un diagramme à boîtes et à moustaches a été construit en 

plus d’un histogramme (Figure 15).  

Les hypothèses du modèle linéaire à effet mixte en utilisant les données brutes 

étaient vérifiées, et aucune modification n'était alors requise. Ce modèle n'a pas 

montré d'association entre  l'index d'immunomarquage de l’E-cadhérine et les 

variables cliniques « âge à la date du diagnostic » et « sexe ». Les index 

d'immunomarquage étaient significativement différents entre quelques catégories 

histologiques à savoir entre « épithélium colique normal » et « adénome en dysplasie 

de bas grade », de même qu’entre « épithélium colique normal » et 

« adénocarcinome » (Tableau 15). Il est à de noter que la différence entre les 

catégories « adénocarcinome » et « adénome en dysplasie de haut grade » n’était 

pas significative dans le modèle linéaire à effet mixte (p = 0,0963), tout comme la 

différence entre la catégorie « métastase » et la plupart des autres catégories 

histologiques. 

Le paramètre d' « effet de tendance » était très significatif (p < 0,001), indiquant que 

globalement, le score d’immunomarquage par l’E-cadhérine diminuait 

significativement à mesure que l'épithélium colique progressait vers des lésions 

tumorales malignes primitives ou métastatiques.  
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Figure 14 : Images représentatives de fragments après immunomarquage pour E-cadhérine.                                                   

N = épithélium colique normal ; BG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de bas grade ; HG = 

lésion adénomateuse colique en dysplasie de haut grade ; ADK = adénocarcinome colique infiltrant. 
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E-cadhérine N BG HG ADK META 

Score moyen                                

(± écart-type) 

1,64                

(± 0,79) 

1,03           

(± 0,80) 

1,31              

(± 0,71) 

1,13                   

(± 0,74) 

2                        

(± 0,82) 

Score médian                       

(± distance inter-quartile) 

1,5                

(± 1,5) 

1                          

(± 1,5) 

1,5               

(± 1) 

1                        

(± 1) 

2                        

(± 0,5) 

Tableau 14 : Score moyen (± écart-type) et score médian (± distance inter-quartile) des fragments 

tissulaires inclus dans les micromatrices et immunomarqués pour E-cadhérine, selon leur nature 

histologique. Pour chaque échantillon de tissu, le score était compris entre 0 et 3. N = épithélium 

colique normal ; BG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de bas grade ; HG = lésion 

adénomateuse colique en dysplasie de haut grade ; ADK = adénocarcinome colique infiltrant ; META 

= métastase ganglionnaire d’un adénocarcinome colique. 
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Figure 15: Quantification du marquage d’E-cadhérine. L’intensité du marquage a  été utilisé pour 

obtenir, pour chaque fragment, un index d’immunomarquage compris entre 0 et 3 (scores possibles : 

0 ; 0,5 ; 1 ; 1,5 ; 2 ; 2,5
 
; 3). (a) Les données sont présentées comme moyenne ± écart type. (b) Les 

données sont présentées comme médiane (barre centrale), premier et troisième quartiles 

(extrémités du rectangle) et valeurs extrêmes (barres de la moustache). N = épithélium colique 

normal ; BG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de bas grade ; HG = lésion adénomateuse 

colique en dysplasie de haut grade ; ADK = adénocarcinome colique infiltrant ; META = métastase 

ganglionnaire d’adénocarcinome colique primitif. 
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E-cadhérine N BG HG ADK META 

N  <0,001 0,027 <0,001 0,400 

BG   0,008 0,532 0,015 

HG    0,038 0,120 

ADK     0,022 

META      

Tableau 15 : Degré de significativité des différences de score d’immunomarquage pour E-cadhérine 

constatées entre les différentes catégories histologiques. Les valeurs p ont été obtenues en utilisant 

un modèle linéaire à effets mixtes incluant la nature histologique de l'échantillon, l'âge du patient à 

la date du diagnostic et son sexe. Chaque entrée représente la valeur p sous l’hypothèse nulle que le 

score d’immunomarquage pour le type histologique dans une ligne du tableau est égal à au score 

pour le type histologique dans une colonne. Pour prendre en compte les comparaisons multiples, le 

seuil de significativité, en utilisant une correction de Bonferroni, a été calculé à 8 x 10
-4

 (c’est-à-dire 

0 ,05 / [10 x 6]). Les cellules rouges indiquent un résultat en deçà de ce seuil, considéré comme 

significatif. L’analyse des données a été effectuée en utilisant le logiciel R. N = épithélium colique 

normal ; BG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de bas grade ; HG = lésion adénomateuse 

colique en dysplasie de haut grade ; ADK = adénocarcinome colique infiltrant ; META = métastase 

ganglionnaire d’un adénocarcinome colique. 
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3.4.6 Analyse des micromatrices immunomarquées pour HIF-1 alpha  

Des images représentatives des échantillons inclus dans les micromatrices marqués 

pour HIF-1 alpha sont compilées dans la figure 16. Le  marquage était diffus, 

relativement homogène, cytoplasmique et nucléaire, et ces deux compartiments 

cellulaires ont été pris en compte dans l’estimation des scores. Le score moyen 

(avec écart-type) et médian (avec distance interquartile) a été calculé pour chaque 

type histologique (Tableau 16). Les valeurs ne présentant pas une distribution 

normale (après vérification graphique), un diagramme à boîtes et à moustaches a été 

construit en plus d’un histogramme (Figure 17).  

Les hypothèses du modèle linéaire à effet mixte en utilisant les données brutes 

étaient vérifiées, et aucune modification n'était alors requise. Ce modèle n'a pas 

montré d'association entre  l'index d'immunomarquage de l’HIF-1 alpha et les 

variables cliniques « âge à la date du diagnostic » et « sexe ». Les index 

d'immunomarquage étaient significativement différents entre quelques catégories 

histologiques à savoir entre « épithélium colique normal » et « adénome en dysplasie 

de haut grade », de même qu’entre « épithélium colique normal » et 

« adénocarcinome » (Tableau 17).  

Le paramètre d' « effet de tendance » était très significatif (p < 0,001), indiquant que 

globalement, le score d’immunomarquage par l’HIF-1 alpha augmentait 

significativement à mesure que l'épithélium colique progressait vers des lésions 

tumorales malignes primitives ou métastatiques.  
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Figure 16 : Images représentatives de fragments après immunomarquage pour HIF-1 alpha.                                                   

N = épithélium colique normal ; BG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de bas grade ; HG = 

lésion adénomateuse colique en dysplasie de haut grade ; ADK = adénocarcinome colique infiltrant. 
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HIF-1 alpha N BG HG ADK META 

Score moyen                                

(± écart-type) 

1,28              

(± 0,58) 

1,45             

(± 0,67) 

1,66              

(± 0,70) 

1,56                    

(± 0,61) 

1,63              

(± 0,25) 

Score médian                       

(± distance inter-quartile) 

1,5                

(± 0,5) 

1,5                        

(± 1) 

1,5               

(± 1) 

1,5               

(± 1) 

1,5              

(± 0,125) 

Tableau 16 : Score moyen (± écart-type) et score médian (± distance inter-quartile) des fragments 

tissulaires inclus dans les micromatrices et immunomarqués pour HIF-1 alpha, selon leur nature 

histologique. Pour chaque échantillon de tissu, le score était compris entre 0 et 3. N = épithélium 

colique normal ; BG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de bas grade ; HG = lésion 

adénomateuse colique en dysplasie de haut grade ; ADK = adénocarcinome colique infiltrant ; META 

= métastase ganglionnaire d’un adénocarcinome colique. 
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Figure 17: Quantification du marquage de HIF-1 alpha. L’intensité du marquage a  été utilisé pour 

obtenir, pour chaque fragment, un index d’immunomarquage compris entre 0 et 3 (scores possibles : 

0 ; 0,5 ; 1 ; 1,5 ; 2 ; 2,5
 
; 3). (a) Les données sont présentées comme moyenne ± écart type. (b) Les 

données sont présentées comme médiane (barre centrale), premier et troisième quartiles 

(extrémités du rectangle) et valeurs extrêmes (barres de la moustache). N = épithélium colique 

normal ; BG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de bas grade ; HG = lésion adénomateuse 

colique en dysplasie de haut grade ; ADK = adénocarcinome colique infiltrant ; META = métastase 

ganglionnaire d’adénocarcinome colique primitif. 



 77 

HIF-1 alpha N BG HG ADK META 

N  0,032 <0,001 <0,001 0,061 

BG   0,014 0,335 0,223 

HG    0,104 0,672 

ADK     0,333 

META      

Tableau 17 : Degré de significativité des différences de score d’immunomarquage pour HIF-1 alpha 

constatées entre les différentes catégories histologiques. Les valeurs p ont été obtenues en utilisant 

un modèle linéaire à effets mixtes incluant la nature histologique de l'échantillon, l'âge du patient à 

la date du diagnostic et son sexe. Chaque entrée représente la valeur p sous l’hypothèse nulle que le 

score d’immunomarquage pour le type histologique dans une ligne du tableau est égal à au score 

pour le type histologique dans une colonne. Pour prendre en compte les comparaisons multiples, le 

seuil de significativité, en utilisant une correction de Bonferroni, a été calculé à 8 x 10
-4

 (c’est-à-dire 

0 ,05 / [10 x 6]). Les cellules rouges indiquent un résultat en deçà de ce seuil, considéré comme 

significatif. L’analyse des données a été effectuée en utilisant le logiciel R. N = épithélium colique 

normal ; BG = lésion adénomateuse colique en dysplasie de bas grade ; HG = lésion adénomateuse 

colique en dysplasie de haut grade ; ADK = adénocarcinome colique infiltrant ; META = métastase 

ganglionnaire d’un adénocarcinome colique. 
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3.5 Études de corrélation par paires d’anticorps entre les différents scores 

obtenus pour chaque fragment étudié 

Dans le but d’explorer d’éventuelles associations entre les niveaux d’expression des 

protéines étudiées, nous avons utilisé le coefficient de corrélation de Spearman (test 

non-paramétrique). Le coefficient de corrélation de Pearson n’était pas ici indiqué car 

après vérification graphique, les données obtenues ne suivaient pas une distribution 

normale (148). Les résultats sont présentés ci-après selon les catégories 

histologiques prises en considération. Pour les coefficients de corrélation de 

Spearman (ρ) ayant une valeur p inférieure à 0,000397, nous avons précisé le 

nombre de paires incluses dans l’analyse et le graphique de nuage de points est 

représenté sous le tableau. 
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3.5.1 Études de corrélation dans la catégorie histologique « épithélium colique 

normal » 

 BiP CHOP GADD34 Ki67 E-cadhérine HIF-1 alpha 

BiP       

CHOP -0,0439                   

p = 0,710117 

     

GADD34 0,2352 

p = 0,039457 

0,1287 

p = 0,288345 

    

Ki67 0,3384 

p = 0,003646 

0,1689 

p = 0,182020 

0,1298 

p = 0,299065 

   

E-cadhérine 0,0681 

p = 0,567165 

0,1452 

p = 0,252136 

0,2678 

p = 0,028477 

-0,396 

p = 0,000277 

n = 80 

  

HIF-1 alpha 0,2098 

p = 0,081357 

-0,1642 

p = 0,198587 

0,2195 

p = 0,081429 

-0,3478 

p = 0,001806 

0,1489 

p = 0,190416 

 

Tableau 18 : Coefficients de corrélation de Spearman obtenus pour chaque paire d’anticorps en 

prenant en compte les scores d’immunomarquage pour chaque échantillon d’épithélium colique 

normal inclus dans les micromatrices. N’ont été pris en compte dans le calcul du coefficient de 

corrélation uniquement les fragments ayant les 2 immunomarquages de la paire analysables. Pour 

chaque coefficient, le degré de significativité (p) est indiqué. La cellule colorée indique un coefficient 

de corrélation ayant un degré de significativité inférieur au risque alpha estimé après correction de 

Bonferroni, calculé à 0,000397 ; la couleur rouge indique que ce coefficient est négatif. Pour ce 

dernier, le nombre de fragments (n) inclus dans le calcul du coefficient est indiqué. 
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Figure 18 : Corrélation entre les marquages Ki67 et E-cadhérine pour chaque fragment d’épithélium 

colique normal inclus dans les micromatrices. Les échantillons avec au moins une donnée manquante 

sur les deux ont été exclus de l’analyse. La droite correspond à la courbe de tendance linéaire. A 

partir des scores pour les 80 prélèvements inclus, le coefficient de corrélation de Spearman (ρ) a été 

calculé à -0,396 (p = 0,000277), mettant en évidence une corrélation négative « faible » (149). 
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3.5.2 Études de corrélation dans la catégorie histologique « lésion adénomateuse en 

dysplasie de bas grade » 

 BiP CHOP GADD34 Ki67 E-cadhérine HIF-1 alpha 

BiP       

CHOP 0,1465 

p = 0,197785 

     

GADD34 0,0821 

p = 0,478054 

0,4179 

p = 0,000127 

n = 79 

    

Ki67 0,3934 

p = 0,000480 

0,2605 

p = 0,025003 

0,2769 

p = 0,018526 

   

E-cadhérine 0,438 

p = 8,5 x 10
-5 

n = 75 

0,108 

p = 0,356574 

-0,1226 

p = 0,301429 

0,3106 

p = 0,006319 

  

HIF-1 alpha 0,0904 

p = 0,443904 

-0,3423 

p = 0,002833 

-0,0758 

p = 0,527004 

0,1019 

p = 0,384207 

0,0711 

p = 0,541374 

 

Tableau 19 : Coefficients de corrélation de Spearman obtenus pour chaque paire d’anticorps en 

prenant en compte les scores d’immunomarquage pour chaque échantillon d’adénome colique en 

dysplasie de bas grade inclus dans les micromatrices. N’ont été pris en compte dans le calcul du 

coefficient de corrélation uniquement les fragments ayant les 2 immunomarquages de la paire 

analysables. Pour chaque coefficient, le degré de significativité (p) est indiqué. Les cellules colorées 

indiquent un coefficient de corrélation ayant un degré de significativité inférieur au risque alpha 

estimé après correction de Bonferroni, calculé à 0,000397 ; la coloration bleue indique que ces 

coefficients de corrélation sont positifs. Pour ceux ci, le nombre de fragments (n) inclus dans le calcul 

du coefficient est indiqué. 
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Figure 19 : Corrélation entre les marquages GADD34 et CHOP pour chaque fragment d’adénome 

colique en dysplasie de bas grade inclus dans les micromatrices. Les échantillons avec au moins une 

donnée manquante sur les deux ont été exclus de l’analyse. La droite correspond à la courbe de 

tendance linéaire. A partir des scores pour les 79 prélèvements inclus, le coefficient de corrélation de 

Spearman (ρ) a été calculé à 0,4179 (p = 0,000127), mettant en évidence une corrélation positive 

« faible » (149). 

 
 

                                             
Figure 20 : Corrélation entre les marquages E-cadhérine et BiP pour chaque fragment d’adénome 

colique en dysplasie de bas grade inclus dans les micromatrices. Les échantillons avec au moins une 

donnée manquante sur les deux ont été exclus de l’analyse. La droite correspond à la courbe de 

tendance linéaire. A partir des scores pour les 75 prélèvements inclus, le coefficient de corrélation de 

Spearman (ρ) a été calculé à 0,438 (p = 8,5 x 10
-5

), mettant en évidence une corrélation positive 

« faible » (149). 
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3.5.3 Études de corrélation dans la catégorie histologique « lésion adénomateuse en 

dysplasie de haut grade » 

 BiP CHOP GADD34 Ki67 E-cadhérine HIF-1 alpha 

BiP       

CHOP -0,1526 

p = 0,275286 

     

GADD34 0,05 

p = 0,719349 

0,2244 

p = 0,109717 

    

Ki67 0,362 

p = 0,017052 

0,1445 

p = 0,355095 

0,0456 

p = 0,774091 

   

E-cadhérine 0,067 

p = 0,665796 

0,1274 

p = 0,409860 

-0,3248 

p = 0,033551 

0,1991 

p = 0,174972 

  

HIF-1 alpha 0,1252 

p = 0,412608 

-0,195 

p = 0,199277 

-0,0588 

p = 0,704389 

-0,0527 

p = 0,719083 

0,0933 

p = 0,519089 

 

Tableau 20 : Coefficients de corrélation de Spearman obtenus pour chaque paire d’anticorps en 

prenant en compte les scores d’immunomarquage pour chaque échantillon d’adénome colique en 

dysplasie de haut grade inclus dans les micromatrices. N’ont été pris en compte dans le calcul du 

coefficient de corrélation uniquement les fragments ayant les 2 immunomarquages de la paire 

analysables. Pour chaque coefficient, le degré de significativité (p) est indiqué. Aucun coefficient 

obtenu n’était inférieur au seuil de significativité calculé après correction de Bonferroni (0,000397).
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3.5.4 Études de corrélation dans la catégorie histologique « adénocarcinome colique 

invasif primitif» 

 BiP CHOP GADD34 Ki67 E-cadhérine HIF-1 alpha 

BiP       

CHOP 0,0691 

p = 0,431295 

     

GADD34 0,0665 

p = 0,424943 

0,4577 

p = 7,1 x 10
-8 

n = 136 

   

 

 

Ki67 -0,0311 

p = 0,720391 

0,4151 

p = 2,4 x 10
-6 

n = 120 

0,2972 

p = 0,000659 

   

E-cadhérine -0,1395 

p = 0,105265 

0,1975 

p = 0,029251 

0,1432 

p = 0,104179 

0,1699 

p = 0,046319 

  

HIF-1 alpha 0,1619 

p = 0,059647 

0,1091 

p = 0,231644 

0,3623 

p = 2,5 x 10
-5 

n = 130 

0,0498 

p = 0,560574 

0,0744 

p = 0,380643 

 

Tableau 21 : Coefficients de corrélation de Spearman obtenus pour chaque paire d’anticorps en 

prenant en compte les scores d’immunomarquage pour chaque échantillon d’adénocarcinome 

colique invasif primitif inclus dans les micromatrices. N’ont été pris en compte dans le calcul du 

coefficient de corrélation uniquement les fragments ayant les 2 immunomarquages de la paire 

analysables. Pour chaque coefficient, le degré de significativité (p) est indiqué. Les cellules colorées 

indiquent un coefficient de corrélation ayant un degré de significativité inférieur au risque alpha 

estimé après correction de Bonferroni, calculé à 0,000397 ; la coloration bleue indique que ces 

coefficients de corrélation sont positifs. Pour ceux ci, le nombre de fragments (n) inclus dans le calcul 

du coefficient est indiqué.  
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Figure 21 : Corrélation entre les marquages GADD34 et CHOP pour chaque fragment 

d’adénocarcinome colique primitif inclus dans les micromatrices. Les échantillons avec au moins une 

donnée manquante sur les deux ont été exclus de l’analyse. La droite correspond à la courbe de 

tendance linéaire. A partir des scores pour les 136 prélèvements inclus, le coefficient de corrélation 

de Spearman (ρ) a été calculé à 0,4577 (p = 7,1 x 10
-8

), mettant en évidence une corrélation positive 

« faible » (149). 

 
 

 
Figure 22 : Corrélation entre les marquages Ki67 et CHOP pour chaque fragment d’adénocarcinome 

colique primitif inclus dans les micromatrices. Les échantillons avec au moins une donnée manquante 

sur les deux ont été exclus de l’analyse. La droite correspond à la courbe de tendance linéaire. A 

partir des scores pour les 120 prélèvements inclus, le coefficient de corrélation de Spearman (ρ) a été 

calculé à 0,4151 (p = 2,4 x 10
-6

), mettant en évidence une corrélation positive « faible » (149). 
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Figure 23 : Corrélation entre les marquages GADD34 et HIF-1 alpha pour chaque fragment 

d’adénocarcinome colique primitif inclus dans les micromatrices. Les échantillons avec au moins une 

donnée manquante sur les deux ont été exclus de l’analyse. La droite correspond à la courbe de 

tendance linéaire. A partir des scores pour les 130 prélèvements inclus, le coefficient de corrélation 

de Spearman (ρ) a été calculé à 0,3623 (p = 2,5 x 10
-5

), mettant en évidence une corrélation positive 

« faible » (149). 
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3.5.5 Études de corrélation dans la catégorie histologique « métastase 

ganglionnaire» 

 BiP CHOP GADD34 Ki67 E-cadhérine HIF-1 alpha 

BiP       

CHOP -0,0513 

p = 0,934713 

     

GADD34 0,8944 

p = 0,040519 

-0,2294 

p = 0,710482 

    

Ki67 0,8 

p = 0,333333 

-0,3162 

p = 0,683772 

0,7379 

p non 

calculable 

   

E-cadhérine -0,3162 

p = 0,683772 

-0,5 

p = 0,5 

Non 

calculable 

-0,3162 

p non 

calculable 

  

HIF-1 alpha 0,2582 

p = 0,741801 

Non 

calculable 

0,2722 

p non 

calculable 

0,7746 

p non 

calculable 

Non 

calculable 

 

Tableau 22 : Coefficients de corrélation de Spearman obtenus pour chaque paire d’anticorps en 

prenant en compte les scores d’immunomarquage pour chaque échantillon de métastase 

ganglionnaire d’adénocarcinome d’origine colique inclus dans les micromatrices. N’ont été pris en 

compte dans le calcul du coefficient de corrélation uniquement les fragments ayant les 2 

immunomarquages de la paire analysables. Pour chaque coefficient, le degré de significativité (p) est 

indiqué. Aucun coefficient obtenu n’était inférieur au seuil de significativité calculé après correction 

de Bonferroni (0,000397). Il n’a pas été possible de calculer certains coefficients en raison du trop 

petit nombre de paires analysables ; de même pour certains degrés de significativité p. 
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3.5.6 Études de corrélation toutes catégories histologiques confondues 

 BiP CHOP GADD34 Ki67 E-cadhérine HIF-1 alpha 

BiP       

CHOP -0.381 

2.72 x 10
-13 

n = 343 

     

GADD34 -0.0305 

0.564853 

0.4299 

2.30 x 10
-16 

n = 332 

    

Ki67 0.5928 

1.35 x 10
-32 

n = 329 

-0.2208 

0.000101 

n = 305 

0.0328 

0.563233 

   

E-cadhérine -0.0643 

0.242725 

0.2263 

5.9 x 10
-5 

n = 309 

0.109 

0.052460 

-0.043 

0.425546 

  

HIF-1 alpha 0.2178 

6.8 x 10
-5 

n = 329 

-0.1793 

0.001579 

0.1378 

0.014696 

0.111 

0.039408 

0.0561 

0.295684 

 

Tableau 23 : Coefficients de corrélation de Spearman obtenus pour chaque paire d’anticorps en 

prenant en compte les scores d’immunomarquage pour chaque échantillon inclus dans les 

micromatrices, en ignorant leur nature histologique. N’ont été pris en compte dans le calcul du 

coefficient de corrélation uniquement les fragments ayant les 2 immunomarquages de la paire 

analysables. Pour chaque coefficient, le degré de significativité (p) est indiqué. Les cellules colorées 

indiquent un coefficient de corrélation ayant un degré de significativité inférieur au risque alpha 

estimé après correction de Bonferroni, calculé à 0,000397. Pour ceux ci, le nombre de fragments (n) 

inclus dans le calcul du coefficient est indiqué. Les cases colorées en rouge indiquent un coefficient 

de corrélation négatif, celles en bleu un coefficient de corrélation positif. 
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Figure 24 : Corrélation entre les marquages CHOP et BiP pour chaque fragment inclus dans les 

micromatrices, sans prendre en compte sa nature histologique. Les échantillons avec au moins une 

donnée manquante sur les deux ont été exclus de l’analyse. La droite correspond à la courbe de 

tendance linéaire. A partir des scores pour les 343 prélèvements inclus, le coefficient de corrélation 

de Spearman (ρ) a été calculé à -0,381 (p = 2,72 x 10
-13

), mettant en évidence une corrélation 

négative « faible » (149). 

 
 

 
Figure 25 : Corrélation entre les marquages Ki67 et BiP pour chaque fragment inclus dans les 

micromatrices, sans prendre en compte sa nature histologique. Les échantillons avec au moins une 

donnée manquante sur les deux ont été exclus de l’analyse. La droite correspond à la courbe de 

tendance linéaire. A partir des scores pour les 329 prélèvements inclus, le coefficient de corrélation 

de Spearman (ρ) a été calculé à 0,5928 (p = 1,35 x 10
-32

), mettant en évidence une corrélation 

positive « modérée » (149). 
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Figure 26 : Corrélation entre les marquages HIF-1 alpha et BiP pour chaque fragment inclus dans les 

micromatrices, sans prendre en compte sa nature histologique. Les échantillons avec au moins une 

donnée manquante sur les deux ont été exclus de l’analyse. La droite correspond à la courbe de 

tendance linéaire. A partir des scores pour les 329 prélèvements inclus, le coefficient de corrélation 

de Spearman (ρ) a été calculé à 0,2178 (p = 6,8 x 10
-5

), mettant en évidence une corrélation positive 

« négligeable » (149). 

 
 

 
Figure 27 : Corrélation entre les marquages GADD34 et CHOP pour chaque fragment inclus dans les 

micromatrices, sans prendre en compte sa nature histologique. Les échantillons avec au moins une 

donnée manquante sur les deux ont été exclus de l’analyse. La droite correspond à la courbe de 

tendance linéaire. A partir des scores pour les 332 prélèvements inclus, le coefficient de corrélation 

de Spearman (ρ) a été calculé à 0,4299 (p = 2,30 x 10
-16

), mettant en évidence une corrélation 

positive « faible » (149). 
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Figure 28 : Corrélation entre les marquages Ki67 et CHOP pour chaque fragment inclus dans les 

micromatrices, sans prendre en compte sa nature histologique. Les échantillons avec au moins une 

donnée manquante sur les deux ont été exclus de l’analyse. La droite correspond à la courbe de 

tendance linéaire. A partir des scores pour les 305 prélèvements inclus, le coefficient de corrélation 

de Spearman (ρ) a été calculé à -0,2208 (p = 0,00010), mettant en évidence une corrélation négative 

« négligeable » (149). 

 
 

 
Figure 29 : Corrélation entre les marquages E-cadhérine et CHOP pour chaque fragment inclus dans 

les micromatrices, sans prendre en compte sa nature histologique. Les échantillons avec au moins 

une donnée manquante sur les deux ont été exclus de l’analyse. La droite correspond à la courbe de 

tendance linéaire. A partir des scores pour les 309 prélèvements inclus, le coefficient de corrélation 

de Spearman (ρ) a été calculé à 0,2263 (p = 5,9 x 10
-5

), mettant en évidence une corrélation positive 

« négligeable » (149). 
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3.5.7 Synthèse des résultats de corrélation  

Le tableau 24 résume les différentes études de corrélation effectuées en 

additionnant pour chaque paire de protéines étudiée le nombre de résultats 

statistiquement significatifs retrouvés. Pour deux paires seulement étaient obtenues 

des corrélations significatives dans plus d’une analyse : GADD34 / CHOP (3 fois 

significatif) et Ki67 / CHOP (2 fois significatif). À noter que le coefficient de corrélation 

entre Ki67 et CHOP est positif dans la catégorie histologique « adénocarcinome 

colique invasif primitif » alors qu’il est négatif lorsque l’ensemble des catégories 

histologiques sont prises en compte. 

 BiP CHOP GADD34 Ki67 E-cadhérine HIF-1 alpha 

BiP       

CHOP 1      

GADD34 
0 

3     

Ki67 1 2 0    

E-cadhérine 1 1 0 1   

HIF-1 alpha 1 0 1 0 0  

Tableau 24 : Synthèse des résultats obtenus lors de l’étude de corrélation. Le chiffre dans les cases 

indique le nombre total de corrélations statistiquement significatives retrouvées lors des différentes 

analyses effectuées, à savoir dans les catégories « épithélium colique normal », « lésion 

adénomateuse en dysplasie de bas grade », « lésion adénomateuse en dysplasie de haut grade », 

« adénocarcinome colique invasif primitif », « métastase ganglionnaire » et toutes catégories 

histologiques confondues. 
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4. DISCUSSION 

Dans cette étude, nous avons évalué le niveau d'expression de protéines induites 

par un stress du RE - à savoir BiP, CHOP et GADD34 - dans l'épithélium colique, de 

l'épithélium normal jusqu'à l’adénocarcinome invasif et la métastase ganglionnaire 

d’adénocarcinome d’origine colique, en passant par de multiples étapes 

intermédiaires pré-malignes. Nous avons pu identifier une tendance statistiquement 

significative dans l'expression de BiP, CHOP et GADD34 lorsque l'épithélium 

progresse vers une lésion tumorale infiltrante et métastatique. L'expression de BiP 

tend à s'accentuer, alors que l'expression de CHOP et de GADD34 est 

progressivement perdue. Nous avons par ailleurs étudié 3 phénomènes connexes en 

essayant d’étudier leur association avec les protéines BiP, CHOP et GADD34 : la 

prolifération cellulaire, à l’aide de la protéine Ki67 ; la transition épithélio-

mésenchymateuse, à l’aide de la protéine E-cadhérine ; et enfin l’hypoxie cellulaire, à 

l’aide de la protéine HIF-1 alpha.  

Nous allons par la suite brièvement détailler le rôle des protéines Ki67, E-cadhérine 

et HIF-1 alpha, analyser les résultats obtenus, puis nous nous attacherons à justifier 

quelques aspects de  la méthodologie utilisée avant commenter les limites de cette 

étude et de tenter d’en dessiner d’éventuelles perspectives.  

 

4.1 Caractéristiques des protéines Ki67, E-cadhérine et HIF-1 alpha 

Dans notre étude, nous nous sommes intéressés à 6 protéines afin d’explorer la 

RPNR et sa boucle de rétrocontrôle favorisant la mort cellulaire (BiP, CHOP et 

GADD34), la prolifération cellulaire (Ki67), la transition épithélio-mésenchymateuse 

(E-cadhérine) et l’hypoxie tissulaire (HIF-1 alpha). Nous allons développer 

brièvement le rôle respectif des 3 dernières (voir section 1.2 pour les 3 premières). 

 

4.1.1 Ki67 

Cette protéine se nomme ainsi en raison du lieu géographique de sa découverte, la 

ville de Kiel en Allemagne, et du numéro de puits de la plaque dans laquelle elle a 

été identifiée. Il s’agit d’une protéine nucléaire non histone (150). Universellement 

exprimée dans les cellules en prolifération (phase G1 tardive, S, G2 et M) et absente 

dans les cellules quiescentes (phase G0)  (151,152), son rôle exact n’est pas connu. 

Une surexpression de Ki67 dans les cellules tumorales est associée à un mauvais 

pronostic dans de nombreux cancers, en particulier mammaire (153,154). 
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4.1.2 E-cadhérine 

Cette protéine joue un rôle majeur dans l’adhésion des cellules épithéliales et leur 

polarisation. Elle appartient à la famille des cadhérines qui sont des glycoprotéines 

transmembranaires. L’E-cadhérine est donc une protéine transmembranaire 

d’adhésion, ayant un poids moléculaire de 120 kD. Son domaine extracellulaire est 

impliqué dans l’adhésion entre cellules mettant en jeu des interactions homophiles 

régulées par le calcium (155). Son domaine intracellulaire est quant à lui connecté au 

cytosquelette d’actine via les caténines. Beta-caténine et gamma-caténine 

s’associent à l’alpha-caténine, qui lie le complexe cadhérine-caténine au 

cytosquelette d’actine (155,156).  L’E-cadhérine est considérée comme un 

suppresseur actif de l’invasion et de la croissance des nombreux carcinomes (155–

157). Parallèlement à la perte d’expression de l’E-cadhérine, il existe dans les 

cellules cancéreuses une surexpression de N-cadhérine, phénomène appelé 

cadherin switch . La N-cadhérine coopère avec le récepteur FGF, ce qui accroît 

l’expression de MMP-9 (matrix metallo-peptidase 9) et ainsi favorise l’invasion 

cellulaire (157). La perte d’expression d’E-cadhérine constitue un événement clé de 

la TEM (158). Il a déjà été observé une diminution d’expression dans le tissu tumoral 

colique en comparaison avec le tissu colique normal, observation que nous 

renouvelons dans notre présente étude (159).  

 

4.1.3 HIF-1 alpha 

HIF-1 est l’acronyme d’Hypoxia-inducible factor 1. Il s’agit d’un facteur de 

transcription hétérodimérique jouant un rôle majeur dans la réponse cellulaire à 

l’hypoxie (160). HIF-1 est un complexe formé de 2 sous-unités, HIF-1 alpha et HIF-1 

bêta. Ces dernières sont des protéines hélice-boucle-hélice de la famille PAS (Per, 

ARNT, Sim) (161). HIF-1 sert à la régulation de la transcription de nombreux gènes 

facilitant la réponse à un environnement hypoxique : gènes liés à  de nombreuses 

fonctions comme l’apoptose, l’angiogénèse, l’érythropoïèse, le cycle cellulaire ou le 

métabolisme. Dans des conditions normales, l’hydroxylation des prolines de HIF-1 

induit un changement de conformation qui favorise la liaison avec  le complexe E3 

ligase de VHL (Von Hippel Lindau protein), entraînant l’ubiquitinylation et la 

dégradation de cette protéine dans le protéasome. Des conditions hypoxiques 

entraînent une inhibition de la dégradation de HIF-1 alpha et une stabilisation de la 

protéine. À noter que cette stabilisation peut être également induite par une voie ne 
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dépendant pas de l’hypoxie, via de multiples cytokines activant la voie PI3K-AKT-

mTOR (162,163). HIF-1 alpha est exprimé dans l’épithélium colique normal, et son 

expression accrue dans les lésions ischémiques (164). Il est intéressant de 

remarquer que HIF-1 peut induire la TEM en activant l’expression de Twist, Snail et 

VEGF-A (165–167). 

 

4.2 Analyse des résultats obtenus 

Ces résultats (augmentation progressive de l’expression de BiP, diminution 

progressive de l’expression de CHOP et GADD34) sont comparables à ceux 

observés dans notre précédente étude relative à la carcinogénèse bronchique (143). 

A notre connaissance et hormis ce qui concerne l’expression de BiP, il s’agit de la 

première observation de ce type dans le côlon (94).  

 

Pour BiP, ces constatations est en accord avec de précédentes études montrant que 

cette protéine est nécessaire à la croissance tumorale (102,103). Cela pourrait 

refléter un changement progressif du microenvironnement, avec l'apparition d'une 

relative hypoxie et d'un manque de nutriments en raison de la croissance cellulaire 

accentuée, déclenchant ainsi un stress du RE (36–40). Néanmoins, nos analyses de 

corrélations ne semblent appuyer cette hypothèse, tout du moins dans les lésions 

tumorales pré-invasives, car les corrélations obtenues entre expression de BiP et 

HIF-1 alpha ne sont significatives que si on ne prend pas en compte la nature 

histologique des fragments (catégorie « toute histologie confondue »), et cette 

corrélation alors obtenue est considérée comme « négligeable » (voir paragraphe 

3.5.4). Ce résultat est de plus sujet à caution, car la probabilité d’obtenir davantage 

de corrélations statistiquement significatives lorsqu’on ne distingue plus par 

catégories histologiques est accrue, car le nombre de cas influence grandement le 

degré de significativité (148). Il convient d’y prendre garde lors de l’interprétation des 

résultats car un coefficient très proche de zéro peut être statistiquement significatif si 

la taille de l’échantillon est grand, comme c’est le cas ici (ρ = 0,2178 avec n = 329 et 

p = 6,8 x 10-5). Si nos résultats obtenus sont valides et reflètent fidèlement la réalité 

biologique des lésions analysées, il en découle que l’hypoxie cellulaire ne jouerait 

qu’un rôle marginal dans le déclenchement de la RPNR au sein des lésions 

adénomateuses coliques, et on pourrait alors imaginer cette RPNR comme un 

mécanisme indépendant, propre à la tumeur, jouant éventuellement un rôle dans sa 
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progression vers la malignité (une relation de cause à effet reste à être prouvée et il 

resterait à en définir le sens). 

 

En ce que concerne la boucle de rétrocontrôle négatif de la RPNR, la perte 

progressive de l’expression de CHOP et GADD34 à mesure que l’épithélium colique 

se modifie est en accord avec l'hypothèse selon laquelle CHOP et GADD34 seraient 

des gènes suppresseurs de tumeur. Ces constatations corroborent celles d'une 

étude récente qui a évalué l'expression de CHOP et GADD34 dans le mésothéliome 

(105). Dans cette étude, l'expression immunohistochimique de CHOP était associée 

indépendamment avec la survie, alors que le marquage de GADD34 corrélait avec le 

niveau de différenciation tumorale, et était alors très faible dans les territoires 

sarcomatoïdes. Dans notre étude, nous avons observé que la diminution de 

l'expression de CHOP et GADD34 semble être un événement précoce de la 

carcinogénèse colique. Ces résultats sont comparables à ceux obtenus dans notre 

étude sur la carcinogénèse bronchique (143). 

 

L’hypothèse selon laquelle GADD34 joue le un rôle de suppresseur de tumeur  existe 

depuis plusieurs années (168–170). D'une manière générale, son expression 

favorise la mort cellulaire dans des situations de stress, alors que sa perte maintient 

la prolifération cellulaire et la survie. Par exemple, son hyper-expression dans des 

cellules adénocarcinomateuses coliques de la lignée SW480 entraîne une 

augmentation de l'apoptose après exposition à des radiations ionisantes (169). À 

l'inverse, le knock-out de GADD34 dans des fibroblastes aboutit à une perte de la 

sénescence (170). Dans un modèle in vitro de réparation tissulaire après blessure, 

les fibroblastes déficients pour GADD34 migrent plus rapidement que les fibroblastes 

sauvages, suggérant que GADD34 pourrait également jouer un rôle régulateur de la 

migration cellulaire (171). Les mécanismes de mort favorisés par GADD34 ne sont 

pas à ce jour complètement compris, mais il est probable qu'ils impliquent 

l'accumulation de protéines mal repliées secondairement à la restauration de la 

synthèse protéique globale (48). Au cours de la carcinogénèse, plusieurs 

mécanismes peuvent conduire à l'inactivation d'un gène suppresseur de tumeur. Le 

plus souvent, les deux allèles du gène doivent être inactivées, le modèle historique 

de ce phénomène étant l’inactivation du gène RB dans le rétinoblastome (172). 

Néanmoins, des exemples d'haplo-insuffisance existent, par exemple pour le gène 
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p27 chez la souris (173) et il a été décrit des phénomènes d'effet dominant négatif, 

par exemple pour des mutations faux-sens de p53 (174). La perte de l'expression 

d'un gène peut impliquer des mutations somatiques ou également des altérations 

épigénétiques, par exemple dans le cas d'une méthylation de la région promotrice 

(175,176). Des modifications post-transcriptionnelles, par l'intermédiaire de micro-

ARN ou de phénomènes de dégradation protéique, peuvent aussi atténuer 

l'expression génique (177). S'il s'avère que GADD34 est effectivement un gène 

suppresseur de tumeur perdu au cours de la carcinogénèse colique, il est probable 

que le mécanisme de son inactivation soit post-transcriptionnelle. GADD34 est en 

effet situé en 19q13.2, un locus chromosomique qui n'est pas connu pour être délété 

dans les lésions colique précancéreuses  ou cancéreuses (22,178–180). Dans le 

laboratoire du Docteur Marciniak (médecin pneumologue et chercheur, Cambridge 

Institute for Medical Research, Cambridge, Royaume-Uni), il a été observé que bien 

que des lignées cellulaires dérivant de mésothéliome sarcomatoïde n'exprimaient 

pas spontanément GADD34, l'expression de cette protéine peut être réactivée au 

cours d'un stress du RE, suggérant que le gène reste intact et que le niveau de 

régulation se situe en aval de l’expression génique (181). La perte de l'expression de 

GADD34 pourrait être médiée par la perte de CHOP. En effet, nous avons observé à 

trois reprise lors des analyses de corrélation que l'extinction de CHOP au cours de la 

carcinogénèse colique était associée à une perte progressive de GADD34. Cette 

constatation est en accord avec de précédentes études mettant en évidence que 

l'expression de GADD34 et induite par CHOP (71). Nous n'avons en revanche trouvé 

qu’une seule corrélation significative entre les expressions de CHOP et BiP (lors de 

l’analyse de corrélation toutes catégories histologiques confondues), et aucune entre 

celles de GADD34 et BiP. Ceci pourrait s’expliquer par une puissance faible de nos 

analyses ou plus simplement par une absence de corrélation. Cette dernière 

hypothèse est soutenue par le fait que l'expression de CHOP et GADD34 peut être 

activée par des signaux différant de ceux régulant l'expression de BiP (71). 

 

4.3 Justification de la méthodologie utilisée 

4.3.1 Remarques sur la stratégie de tirage au sort en 2 temps 

La deuxième étape d'inclusion de patients a été effectuée dans le but d'enrichir notre 

échantillon en lésions adénomateuses en dysplasie de haut grade, plus rares, et 
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ainsi augmenter la puissance de notre étude et être capable de détecter une 

différence significative si elle existe.  

 

4.3.2 Population échantillonnée 

Dans cette étude, nous avons fait le choix d'étudier la population prise en charge 

entre le 01/01/2003 et le 01/01/2013 au CHU de Rouen pour exérèse d'adénome et 

d'adénocarcinome colique. Le choix de cette période de 10 ans tout comme le tirage 

au sort des patients avaient pour objectif de contrôler au mieux les facteurs de 

confusion connus ou inconnus pouvant influer sur le niveau d'expression des 

protéines étudiées ou sur les techniques d'immunomarquage (variabilité dans 

l'origine sociale des patients, la technique opératoire ou endoscopique avec 

différents temps d'ischémie chaude et froide, la durée de fixation formolée des 

prélèvements tissulaires etc.). La décision de ne pas définir de nombreux critères 

d'exclusion, comme la présence d'un syndrome héréditaire de prédisposition au 

cancer (syndrome de Lynch, polypose adénomateuse familiale etc.) relevait d'un 

même raisonnement. 

Ainsi, nous espérions pouvoir étendre au maximum, jusqu'à la carcinogénèse colique 

humaine en général, les résultats obtenus, au prix évident d'une certaine 

hétérogénéité des scores d'expression au sein de catégories histologiques 

identiques. 

De façon globale, les caractéristiques de nos deux échantillons tirés au sort en 

matière d’âge et de sex-ratio s’approchaient de nos deux populations étudiées. Dans 

notre population avec adénocarcinomes coliques, l’âge moyen au diagnostic était de 

70 ans (écart-type = 13), avec 56% d’hommes et 44% de femmes ; versus un âge 

moyen dans notre échantillon de 69 ans (écart-type = 13), et une répartition par sexe 

identique. Dans la population ayant servi au deuxième tirage au sort, celle présentant 

des lésions adénomateuses en dysplasie de haut grade, l’âge moyen était de 69 ans 

(écart-type = 12), l’âge médian de 70 ans (distance interquartile = 17), et comportait 

68% d’hommes e 32% de femme ; dans notre échantillon, les âges moyen et médian 

étaient comparable à la population de référence (69 ans et 71 ans). Ici cependant, la 

répartition par sexe différait quelque peu, avec 68% d’hommes et 32% de femmes 

dans notre population de référence, contre 78% d’hommes et 22% de femmes. Cette 

légère discordance peut s’expliquer par le petit nombre d’individus tirés au sort (18 

cas seulement). Au total, il semble raisonnable de considérer que nos deux tirages 
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au sort ont été capables de sélectionner un échantillon représentatif de la population 

de référence. Le caractère représentatif d’un échantillon est fondamental dans la 

démarche scientifique en général, et est reconnu comme étant un critère important 

pour juger de la qualité des études utilisant des micromatrices tissulaires en 

particulier (182). 

 

En revanche, quelques limites doivent être concédées pour ce qui est de la 

représentativité de notre échantillon étudié au regard de la population française de 

patients traités pour adénocarcinome colique. Notre population d’étude apparaissait 

plus jeune en âge médian (70 ans chez l’homme et 69 ans chez la femme ans 

comparé à 71 ans chez l’homme et 75 ans chez la femme dans la population 

française en 2012 (3). Cette différence est aisément expliquée, nous semble-t-il, par 

le recrutement particulier d’un centre hospitalier universitaire qui accueille et soigne 

des cas plus difficiles, plus jeunes et présentant plus souvent un syndrome de 

prédisposition héréditaire au cancer, ce d’autant que le CHU de Rouen est un lieu de 

référence en la matière. De plus, les chiffres de l’Institut National du Cancer (3) ne 

distinguent pas comme dans notre étude les adénocarcinomes coliques et 

adénocarcinomes rectaux, ce qui rend la comparaison difficile. 

 

 4.3.3 Origine anatomique et nature des lésions étudiées 

Voici quelques remarques concernant l’exclusion des lésions rectales, la méthode 

utilisée pour choisir les territoires épithéliaux sains, l’échantillonnage des lésions, 

l’inclusion de quelques métastases ganglionnaires, et enfin l’absence de foyers de 

cryptes aberrantes étudiés. 

 

Si nous avons limité les critères d'exclusion, en revanche, nous nous sommes 

restreints à l'étude des lésions coliques, et non pas colorectales. Dans les lésions 

cancéreuses du rectum, la fréquence des traitements par radiothérapie néoadjuvante 

est élevé (183). Or les rayonnements ionisants  sont connus pour induire un stress 

du réticulum endoplasmique probablement via un stress oxydatif (168,184,185). Ce 

phénomène aurait introduit un biais dans notre étude et c'est la raison pour laquelle 

nous avons exclu d'emblée les lésions rectales. 

Cependant, il est probable que ce choix n’ait pas eu de grande influence sur les 

résultats obtenus. Il a en effet été mis en évidence que les adénocarcinomes 
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coliques et rectaux (non hyper-mutés) sont biologiquement très similaires, tout du 

moins pour ce qui est de leurs altérations génétiques (186). 

 

Dans la mesure du possible, l’épithélium colique morphologiquement normal de 

contrôle a été prélevé le plus à distance des lésions adénomateuses ou 

adénocarcinomateuses, souvent au niveau de la limite de résection en cas de pièce 

opératoire la plus éloignée de la lésion. Ce choix a été fait dans le but de s’affranchir 

au mieux d’une altération quelconque du tissu histologiquement normal qui pourrait 

avoir un lien avec la survenue d’une lésion adénomateuse ou adénocarcinomateuse, 

en se fondant sur l’hypothèse selon laquelle cette altération devrait se retrouver 

proche de la lésion tumorale et devrait disparaître plus à distance. Ce phénomène 

d’anomalies moléculaires présentes au sein d’un tissu morphologiquement normal a 

été surtout décrit dans le sein (187). 

Dans la mesure du possible également, chaque lésion a fait l’objet de plusieurs 

prélèvements (jusqu’à 3). Cet échantillonnage avait pour objectif de mieux contrôler 

une éventuelle hétérogénéité tumorale dans l'expression des protéines étudiées de 

la RPNR, qui semble être très liés aux facteurs microenvironnementaux (50,106). Il 

est de plus habituellement recommandé de réaliser 3 prélèvements par lésions lors 

de la construction d’une micromatrice tissulaire (188). 

Il est à noter que l’intégration de métastases ganglionnaires d’adénocarcinome 

colique (2 échantillons pour 3 métastases provenant de 3 patients différents, soit 6 

échantillons inclus dans l’étude) a été ici effectuée dans un but exploratoire pour 

tenter de satisfaire notre curiosité. Bien entendu, le très petit nombre de cas ne 

permet pas de tirer de conclusion concernant le niveau d’expression des protéines 

étudiées dans ce type de lésions.  

 

L'inclusion dans notre étude de foyers de cryptes aberrantes était une idée 

séduisante que nous avions initialement envisagée dans le but d'observer de 

manière beaucoup plus fine l'ensemble des étapes de la carcinogénèse colique 

initiale telles qu'elles se traduisent morphologiquement pour le pathologiste (11–

13,189). Néanmoins cette idée a rapidement été abandonnée parce que ces lésions 
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passent la plupart du temps inaperçues et n'entraînent donc pas de codage 

spécifique permettant de retrouver les cas. 

 

4.3.4 Comparaison des caractéristiques de l'échantillon et celles de la population de 

référence 

Les caractéristiques cliniques de nos échantillons sont assez proches de celles des 2 

populations de référence, même si les patients tirés au sort étaient légèrement plus 

jeunes et que la proportion d’hommes chez les patients avec adénome en dysplasie 

de haut grade tirés au sort était légèrement plus importante. Nous pouvons par 

conséquent inférer que notre échantillon était représentatif des deux populations 

d'origine. Nous estimons de fait être en mesure d'étendre avec confiance les 

résultats obtenus à l'ensemble de la population de référence, et ainsi de  tirer avec 

confiance des enseignements plus globaux sur la biologie de la carcinogénèse 

colique chez l'homme. 

 

4.3.5 Remarques sur les différentes formules utilisées pour établir un score en 

fonction des anticorps utilisés   

Il ne nous a malheureusement pas été possible d’utiliser un score identique pour 

tous les anticorps étudiés. Ceci s’explique par la grande hétérogénéité du marquage 

des cellules étudiées pour les marquages BiP et CHOP et au contraire par 

l’homogénéité des marquages GADD34, E-cadhérine et HIF-1 alpha au sein des 

tissus. Pour ces trois derniers anticorps, cette homogénéité a entraîné une finesse  

moindre dans l’évaluation de l’intensité de marquage, rendant de fait la comparaison 

plus difficile entre les estimateurs de tendance centrale (moyenne et médiane) des 

différentes catégories histologiques. 

Quant à l’immunomarquage Ki67, nous avons utilisé la méthode d’évaluation 

classique aussi bien en recherche qu’en pratique courante (190,191). 

 

4.4 Limites de l’étude 

Ce travail est l'objet de plusieurs biais potentiels. Les résultats obtenus doivent de 

fait être interprétés avec prudence. 
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4.4.1 Risque de biais de mauvaise classification 

La principale limitation de cette étude réside dans le risque d'une mauvaise 

classification systématique lors du calcul des scores immunohistochimiques pour 

chaque fragment tissulaire. Ce biais est du à l'impossibilité d'une procédure en 

aveugle concernant la nature histologique des tissus évalués. Par conséquent, il est 

possible que l'évaluateur ait été inconsciemment tenté de sur ou sous-évaluer 

l'intensité du marquage en fonction de degré de sévérité des lésions. Afin de lutter 

contre ce biais, nous avons sollicité l’expertise en histo-imagerie quantitative du 

Groupe Régional d’Études sur le Cancer (GRECAN) de l’Université de Caen Basse 

Normandie. Après numérisation des lames immunomarquées, cette équipe de 

recherche a développé un algorithme permettant dans un premier temps de définir 

automatiquement, pour chaque échantillon tissulaire, les territoires épithéliaux (en 

excluant le chorion, les cellules inflammatoires ou le stroma tumoral), puis dans un 

second temps d’évaluer automatiquement l’intensité de l’immunomarquage sur ce 

seul territoire d’intérêt. Nous espérions ainsi nous affranchir de tout biais dans 

l’assignation d’un score. Malheureusement, cette tentative s’est avérée vaine car les 

territoires d’intérêts étaient mal reconnus et l’assignation du score trop peu fiable. 

 

4.4.2 Remarques concernant l'hétérogénéité de l'expression des protéines étudiées 

La technique de micromatrice tissulaire possède de nombreux atouts (139).  Il s'agit 

d'un outil puissant permettant une évaluation rapide d'un très grand nombre de 

fragments tissulaires tout en préservant une uniformité dans les conditions 

expérimentales et en économisant les réactifs. Cependant, un des problèmes 

majeurs de cette technique réside dans l'échantillonnage des tissus, avec des 

fragments inclus généralement de très petite taille (0,6 mm de diamètre dans notre 

étude) et qui peuvent ne pas être représentatifs de l'ensemble de la lésion dont ils 

sont issus. Plusieurs études ont démontré néanmoins que l'utilisation de cette 

technique peut, de manière fiable, refléter les caractéristiques de tumeurs comme si 

elles avaient été étudiées en utilisant des coupes tissulaires complètes, et donner 

des résultats concordant avec de précédents travaux reportés dans la littérature 

(139,192–194). Néanmoins, dans notre étude, l'utilisation de micromatrices pourrait 

induire d'autres limitations étant donné que l'intensité du stress du RE est connue 

pour varier grandement au sein d'une même tumeur en fonction des variations 
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métaboliques du microenvironnement (106). Le choix d'étudier plusieurs territoires 

pour une même lésion (jusqu’à 3) a été pris afin de réduire au maximum ce biais. 

 

4.4.3 Différences potentielles dans le traitement des tissus 

Les fragments tissulaires de nos micromatrices tissulaires provenaient d’un seul 

laboratoire, mais correspondaient à une décennie d’activité (2003 – 2013) De plus, 

les blocs de micromatrices tissulaires ont été construits à partir de pièces de 

résection colique chirurgicale mais aussi à partir de pièces de mucosectomie par voie 

endoscopique, rendant par conséquent possible une différence entre les patients en 

ce qui concerne la durée de fixation dans le formol de leurs tissus. Une variation 

dans le temps de fixation formolée (195,196), un délai de fixation (ischémie froide) 

(197), une différence dans les moyens par lesquels les tissus sont obtenus (résection 

chirurgicale ou biopsie) (198,199) ou une différence dans le temps d'ischémie 

chaude (200) sont connus pour avoir un impact sur l'expression génique et 

l'immunoréactivité de certains anticorps dans des tissus inclus en paraffine. Tous ces 

phénomènes peuvent être source de biais s’ils sont systématiquement associés à 

certains types de lésion. Cependant, dans notre étude, l'existence d'une sur ou sous-

fixation est peu probable car tous les échantillons provenaient du même laboratoire, 

doté depuis longtemps de protocoles de prise en charge. De surcroît, alors que les 

lésions étaient de plus en plus sévères, nous avons mis en évidence que de manière 

générale l'expression de BiP s'intensifiait alors que celle de CHOP et GADD34 

diminuait. De telles tendances opposées sont rassurantes quant à l'existence de 

biais techniques décrits ci-dessus.  

 

4.5 Perspectives 

Les phénomènes que nous avons observé nous permettent de mieux comprendre la 

carcinogénèse colique et d’expliquer certaines constatations préalables. L'anticorps 

monoclonal bortezomib est un inhibiteur sélectif du protéasome utilisé en pratique 

courante dans le traitement du myélome, aboutissant à une mort cellulaire via une 

induction d’un stress du réticulum endoplasmique (201). Des études in vitro ont 

montré que l’inhibition sélective du protéasome ainsi provoquée, potentialisée par 

l'utilisation d'autres molécules, induit un arrêt du cycle dans des lignées cellulaires 

d’adénocarcinome colique (202,203). Cependant, ce traitement par bortezomib en 

monothérapie semble inefficace in vivo chez les patients atteints d'adénocarcinome 
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colorectal métastatique (204). Un mécanisme connu de résistance au traitement par 

inhibiteur du protéasome et donc, de façon plus générale, de survie à un stress 

chronique du RE est l'inhibition de la phosphorylation de phospho-eIF2α (205). Cette 

inhibition maintient la répression globale de la synthèse protéique et protège de 

l'apoptose la cellule tumorale en la maintenant dans un état de quiescence. Nos 

données suggèrent que ce traitement, inducteur de stress du réticulum 

endoplasmique, pourrait être efficace chez l’homme à la condition de restaurer 

préalablement ou en parallèle l’activité de GADD34. Un tel stress du réticulum 

endoplasmique associé à une synthèse protéique globale conservée précipiterait 

vers l’apoptose la cellule maligne. Ceci ouvre des pistes d’investigations qui nous 

semblent intéressantes. 
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5. CONCLUSION 

Nous avons mis en évidence une relation positive entre l’expression de BiP et la 

carcinogénèse colique, contrairement à CHOP et GADD34 dont l’expression tend à 

diminuer significativement lors de la progression maligne. Ces constatations sont en 

adéquation avec un modèle dans lequel le stress du réticulum endoplasmique 

accompagne la transformation maligne et où la perte ou la diminution de l’expression 

des protéines aboutissant à la mort cellulaire en cas de stress prolongé, comme 

CHOP ou GADD34, facilite la progression tumorale. Par ailleurs, l’analyse de 

corrélation entre l’expression de ces 3 protéines BiP, CHOP et GADD34 et l’hypoxie 

cellulaire évaluée par HIF-1 alpha était inexistante, négligeable ou faible. Cela 

suggère que la RPNR au cours de la carcinogénèse colique est peut-être un 

phénomène partiellement indépendant du microenvironnement tumoral.  

L’ensemble de ces données laisse à penser que la restauration de la boucle de 

rétrocontrôle favorisant la mort cellulaire via CHOP et GADD34 pourrait entraver le 

processus malin, et qu’une molécule ayant une telle propriété, éventuellement 

associée à un agent favorisant le stress du RE, pourrait s’avérer être un traitement 

efficace de l’adénocarcinome colorectal.  
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RÉSUMÉ 

Lorsque les protéines s’accumulent dans le réticulum endoplasmique (RE), en cas d’hypoxie ou de 

manque de nutriments, la cellule est dite en état de « stress du RE ». Ce stress déclenche la 

« réponse aux protéines non repliées » (RPNR) afin de restaurer l’équilibre entre les protéines mal ou 

non repliées et les protéines chaperonnes comme BiP. Cette RPNR est nécessaire pour la croissance 

de nombreux cancers solides, et un important stress du RE a été observé dans des tumeurs plus 

agressives. En cas de stress chronique du RE, des facteurs de transcription tels que CHOP ou 

GADD34 sont responsables de la mort cellulaire. Il a de plus été récemment montré que dans le 

mésothéliome, les tumeurs sarcomatoïdes, plus agressives, perdent l’expression de GADD34. 

L’adénocarcinome colique apparaît suite à des altérations progressives au sein de lésion pré-

malignes. Notre but était de tester l’hypothèse selon laquelle le niveau d’expression des marqueurs de 

la réponse aux protéines non repliées (BiP, CHOP et GADD34) est corrélée à une progression de ces 

lésions pré-malignes vers l’adénocarcinome colique invasif. 

 

Quatre-vingt-un patients présentant des adénomes ou des adénocarcinomes coliques ont été 

sélectionnés par tirage au sort à partir des données du laboratoire de Pathologie du CHU de Rouen 

sur la période s’étendant du 01/01/2003 au 01/01/2013. L’expression de BiP, CHOP et GADD34 a été 

estimée par marquage immunohistochimique sur des micromatrices tissulaires confectionnées à partir 

d’échantillons tissulaires coliques fixés au formol et inclus en paraffine correspondant à de l’épithélium 

colique normal (n = 117), des adénomes coliques en dysplasie de bas grade (n = 86), des adénomes 

coliques en dysplasie de haut grade (n = 62), des adénocarcinomes coliques invasifs (n = 175) et des 

métastases ganglionnaires d’adénocarcinomes coliques (n = 6). Nous avons utilisé comme témoin 

positif des cellules de la lignée A549 traitées avec la tunicamycine (agent chimique induisant un stress 

du réticulum endoplasmique). 

 

Nous avons observé qu’alors que l’épithélium colique se transforme en adénome puis en 

adénocarcinome, l’expression de BiP augmente significativement (p < 0,001), alors que l’expression 

de CHOP et de GADD34 s’atténue progressivement (p < 0,001). 

 

Nous avons identifié une relation positive entre l’expression de BiP et la carcinogénèse colique, et une 

relation négative pour l’expression de CHOP et GADD34. Ces constatations sont en accord avec un 

modèle dans lequel le stress du RE accompagne la transformation maligne et où la perte de protéines 

qui induisent la toxicité d’un stress chronique du RE, comme GADD34, facilite la cancérogénèse. Ceci 

soulève la possibilité que le restauration de la fonction de GADD34 pourrait entraver le processus 

malin. 

 

Mots clés : stress du réticulum endoplasmique, réponse aux protéines non repliées, carcinogénèse 

colique, BiP, CHOP, GADD34 

 

 


