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1 Introduction

1.1 Epidémiologie du cancer colorectal

Le cancer colorectal (CCR) est un probléeme de santé publique par sa forte incidence, mais
aussi par sa gravité. Tous sexes confondus, le cancer colorectal se situe au troisieme rang de
I’ensemble des cancers en termes d’incidence, derriére le cancer du poumon et celui du sein.*
On estime a 1,2 millions le nombre de nouveaux cas de cancers colorectaux par an dans le
monde. On observe une variation du taux d’incidence entre les régions, avec une
prédominance des nouveaux cas dans les pays développés. Les taux d’incidence les plus
élevés sont retrouvés en Australie/Nouvelle Zélande, Europe de ’Ouest? et aux Etats-Unis,* et
les plus faibles en Afrique et en Asie du Sud Est. En France, 1’incidence du cancer colorectal
est élevée et a fortement augmenté depuis les années 80, probablement a cause d’une
association de facteurs: vieillissement de la population, amélioration du depistage,
modifications du mode de vie. En 2011, on estimait & 40 500 le nombre de nouveaux de cas
CCR, soit 12% des nouveaux cancers chez la femme et 10,4% chez ’homme. * Comme au
niveau mondial, on note une disparité de la répartition des cas de CCR sur le territoire
frangais, avec une incidence plus élevée dans le nord et I’est que dans les régions du sud.
Environ 600 000 deces imputables au cancer colorectal sont dénombrés tous les ans dans le
monde, ce qui représente 8% de tous les décés par cancer, soit la quatrieme cause la plus
fréquente de deces par cancer. En France, le CCR est la deuxieme cause de déces par cancer
avec 18 000 déces par an, derriere le cancer du poumon (29 000) et devant le cancer du sein
(11 500). Comme pour I’incidence, le taux de mortalité est variable en fonction des régions.
Les pays d’Europe de I’est présentent les plus forts taux de mortalité liés au CCR, et les pays
d’Afrique centrale les plus faibles. Contrairement a l'incidence, la mortalité liée au CCR est
globalement en baisse, notamment en Europe, en Autraslie/Nouvelle Zélande et aux Etats-
Unis. En France, le taux de mortalité standardisé est passé de 18,6/100 000 chez I’homme et
11,0/100 000 chez la femme a respectivement 13,8/100 000 et 8,2/100 000 en 20 ans. Cette
tendance favorable résulte du dépistage de plus en plus précoce du CCR et de I’amélioration
de la prise en charge thérapeutique et chirurgicale. Le pronostic du CCR est principalement lié
au stade de la maladie lors du diagnostic : 90% de survie a 5 ans pour les cancers in-situ, mais

seulement 10% pour les cancers diagnostiqués au stade métastatique.
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1.2 Cancer colorectal et instabilité microsatellite (MSI)

Le CCR est une pathologie hétérogéne aussi bien du point de vue de son histoire naturelle que
des caractéristiques moléculaires ou histologiques de la tumeur. De maniére générale, a
I’échelle moléculaire, le CCR résulte de I’accumulation progressive d'altérations génétiques
et/ou épigénetiques dans les cellules épithéliales coliques qui conduisent a la dérégulation des
voies de signalisation influant sur le metabolisme cellulaire, la prolifération, la
différenciation, la survie et 1’apoptose cellulaire, et a la transformation de la muqueuse
colique normale en un cancer invasif. Actuellement on considére qu’il existe trois voies
moléculaires de 1’oncogeneése colorectale: [D’instabilit¢é chromosomique, [’instabilité
microsatellite et les anomalies de méthylation de I'ADN (phénotype « CpG Island
methylator » ou CIMP).> ® 11 semble que, quelle que soit Iorigine de la carcinogénése, les
mémes voies de signalisation cellulaire soient impliquées, avec I’activation d’oncogenes et/ou
I’inactivation de génes suppresseurs de tumeurs. Entre 70 et 85% des CCR sont dus a une
instabilité chromosomique, liée a un défaut de ségrégation des chromosomes et conduisant a
I’accumulation d’anomalies de nombre (aneuploidie) ou de structure des chromosomes.
L’instabilité chromosomique est souvent responsable de la perte d’une copie de genes
suppresseurs de tumeurs, tels que APC, P53 ou SMAD4, ou de I’activation d’oncogénes
comme K-ras. L’instabilité microsatellite, qui sera détaillée plus en détail par 1a suite, est liée
au déficit d’une ou plusieurs protéines d’un systéme de réparation de ’ADN le « DNA
Mismatch Repair » (MMR). Ce déficit du MMR conduit a ’accumulation de mutations au
niveau de séquences répétées et peut conduire au dysfonctionnement des voies régulation du
cycle cellulaire, de I’apoptose et/ou de réparation de ’ADN. Enfin, le phénotype CIMP
résulte d’une anomalie de la méthylation de I’ADN touchant principalement les cytosines des
ilots CpG et entrainant 1’inactivation transcriptionnelle de nombreux genes, dont des genes
suppresseurs de tumeurs.” ® On notera que ces voies ne sont pas mutuellement exclusives, et
que certaines tumeurs peuvent présenter les caractéristiques de plusieurs voies. C’est
notamment le cas pour un certain nombre de tumeurs sporadiques qui, suite a
I’hyperméthylation d’une protéine du MMR (hMLHI), présentent également un phénotype
MSI.

1.2.1 Le systéme du « Mismatch Repair »

Lors de la réplication de I’ADN, l’intégrité du génome d’un individu doit absolument étre

maintenue. Or, en l'absence de tout mécanisme correctif, la fréquence des mésappariements
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durant la synthése de I'ADN est de une pour 10" & 10? paires de bases.? Durant la réplication,
les activités de relecture et de correction des ADN polymérases permettent de diminuer ce
taux a une pour 107 & 10 paires de bases.’ La fidélité de réplication de 'ADN est également
améliorée en post-réplicatif grace aux différents systémes de réparation de I'ADN, et
notamment au systeme du MMR. Au total, on estime que la fréquence des erreurs est d’une
pour 10° & 10% paires de bases au terme de la division cellulaire.

Le MMR est un systeme complexe, essentiel a la stabilité du génome. 1l est principalement
décrit pour son role dans la réparation post-réplicative des erreurs des ADN polymérases,®
mais il intervient également au niveau de la recombinaison méiotique™, des phénoménes
d’hypermutation somatique™ et de commutation isotypique pour augmenter la diversité des
immunoglobulines. On s’intéressera ici uniquement a sa fonction de reconnaissance et de
réparation des erreurs des ADN polymeérases. Cette fonction est ubiquitaire et extrémement

conservee des procaryotes aux eucaryotes.

1.2.1.1 Le MMR chez E.Coli

Chez les procaryotes, le systtme du MMR a principalement été décrit chez E. coli.’” Il

s’organise autour de trois protéines MutS, MutL et MutH qui interagissent pour reconnaitre et
réparer les mésappariements de I’ADN. MutS, une ATPase agissant sous forme
d’homodimere, est chargée de reconnaitre les mésappariements le long des brins d’ADN et
d’initier le processus de réparation. MutS possede deux domaines fonctionnels : un domaine
C-terminal ATPasique impliqué dans la dimérisation et la liaison avec des cofacteurs tel que
le B-clamp et MutL, et un domaine N-terminal de liaison aux mésappariements de I’ADN. La
reconnaissance des mésappariements de I’ADN par MutS est facilitée par son interaction avec
un complexe protéique mobile : le B-clamp. 1l semblerait que MutS ait une affinité beaucoup
plus faible, jusqu’a 1 500 fois inférieure, pour les brins d’ADN parfaitement appariés que
pour ceux présentant des mesappariements. Par ailleurs, cette affinité dépend également de la
nature de l’erreur et des séquences adjacentes. Par exemple, MutS posséde une affinité
beaucoup plus faible pour les erreurs de type C-C, que celles de type G-T. Chez E. coli, la
distinction entre le brin matrice et le brin fils se fait grace a la différence de méthylation des
deux brins. En effet, chez les bactéries a GRAM négatif, le brin fils est transitoirement non
méthylé ce qui permet son identification. Dans un second temps, MutS interagit avec MutL au
niveau de leurs domaines C-terminaux. MutL est une ATPase de la famille GHKL, auxquelles

appartiennent également les Heat Shock Protein 90 (HSP90) et la topo-isomérase Il. Les
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études de mutagenése ont mis en avant le réle essentiel de MutL dans la réparation de I’ADN,
cependant ses fonctions sont mal définies. 1l semble que MutL permette de faire la connexion
entre la reconnaissance du mésappariement et sa correction. Son interaction avec MutS
permet de stimuler I’activité endonucléase de MutH et l'arrimage de UVRD, une hélicase de
type de II, sur ’ADN. MutH, une endonucléase de type Il, effectue des coupures d’ADN au
niveau des motifs GA*TC non méthylés a environ 1kb de I’erreur, indifféremment en 3’ ou en
5. L’excision du brin d”’ADN néo synthétisé entre la coupure de MutH et le mésappariement
est prise en charge par des exonucléases 3’— 5’ (Exol et ExoX) ou 5’— 3’ (RecJ et ExoVII).
Ces exonucléases nécessitent I’intervention de UvrD pour ouvrir les deux brins d’ADN. Les
derniéres étapes de la réparation font intervenir ’ADN polymérase Il et une ligase et
permettent la synthése d’une nouvelle séquence d’ADN et sa liaison aux séquences

adjacentes.

1.2.1.2 Le MMR chez les mammiferes

Chez les eucaryotes, le systeme du MMR est plus complexe que chez E. Coli, mais
néanmoins homologue (Tableau 1). Dans le cas particulier des mammiferes, ce complexe de
réparation de I’ADN s’articule autour de cing protéines majeures : MLH1, MSH2, MSH3,
MSH6 et PMS2 qui interagissent entre elles pour reconnaitre et réparer les mésappariements
de ’ADN. Tout comme chez E. coli, la réparation est initiée par la reconnaissance du
mésappariement par un complexe hétérodimérique d’homologues de MutS : les protéines
MSH. On en dénombre 6 chez les eucaryotes, mais seules les protéines MSH2 a MSH6 sont
retrouvées chez les mammiféres, MSH1 n'étant présente que chez les levures. MSH2, MSH3,
MSH®6 sont des protéines ubiquitaires qui interviennent dans le systéme du MMR, tandis que
MHS4 et MSH5 ne sont retrouvées que dans les organes reproducteurs et participent a la
méiose. Les homologues de MutS sont des ATPase qui possédent toutes une structure
similaire. Au niveau de la partie C-terminale on retrouve une région hautement conservée
d’environ 150 acides aminés (AA), appelée « Walker-A motif », impliquée dans la liaison et
I’hydrolyse de I’ATP. Cette activit¢é ATPase induit le changement de conformation du
complexe MutS permettant la liaison (forme ADP-lié¢) ou non (forme ATP-li€) au
mésappariement. Ensuite, on trouve, de la partie C-terminale a la partie N-terminale, un
domaine de liaison a I’ADN, un domaine de dimérisation, un site de liaison au
mésappariement et un motif nécessaire a l'interaction avec le "proliferating cell nuclear
antigen" (PCNA).
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Les hétérodiméres formés par les protéines MSH different par le type d'anomalies qu'ils
reconnaissent.'® MutSa, dimére de MSH2 et MSH6, intervient dans la reconnaissance des
mésappariements « base-base » et des boucles d'insertion/délétion faisant un maximum de 1 a
2 nucléotides. MutSpB, dimere de MSH2 et MSH3, répare les hétéroduplexes avec de plus
grandes boucles d’insertion-délétion allant jusqu'a 16 nucléotides. Les spécificités d’action de
MutSa et MutSB sont donc redondantes en ce qui concerne les petites boucles
d'insertion/délétion. Cependant, il semble que MutSpB soit plus sollicité pour les IDL de 2
bases que MutSa.™ Par ailleurs, il a été démontré que MutSa était présent en plus grande
quantité, environ dix fois plus, dans les cellules que MutSpB.*® La fixation du complexe MutS
sur ’ADN et son changement de conformation permettent le recrutement des autres
partenaires du MMR pour réaliser I’excision et la réparation de la séquence altérée. Les
complexes MutS recrutent en premier lieu les protéines homologues de MutL, des ATPases
de la famille GHKL. On en dénombre 4 qui agissent sous forme d’héterodimeres et jouent un
réle central dans la coordination des differentes étapes en aval. MutLa, dimére de MLHI1 et
PMS2, est un composé majeur du systeme MMR qui interagit a la fois avec MutSa et MutSf3
pour la réparation des différents mesappariements. Ce complexe posséde une activité
endonucléase, activée en présence notamment de MutSa et PCNA, qui permet la réalisation
de coupures dans le brin d’ADN a la manié¢re de MutH chez E. coli. MutLp, dont le réle est
actuellement inconnu chez 1’homme, correspond a 1’association de MLH1 et PMSI1. MutLy
(MLH1-MLH3) agit en partenariat avec MutSP pour réparer une partic des boucles
d’insertion-délétion et intervient également dans la recombinaison méiotique.

Chez les eucaryotes, les mécanismes moléculaires qui permettent de discriminer le brin néo
synthétisé du brin parental ne sont pas entierement élucides chez les eucaryotes. 1l semble
néanmoins que, comme chez E. coli, la formation d’un complexe multi-protéique entre MutS
et MutL, RFC et PCNA soit nécessaire. D’autre part, il semblerait que la présence d’incisions
en 3’ et 5° entre les fragments d’Okasaki sur le brin néo synthétisé participe également a la
différenciation du brin matrice et du brin fils.*

Chez les mammiféres, Exol est la seule exonucléase associée au systeme du MMR. Cette
enzyme, malgré une spécificité unidirectionnelle, est impliquée dans la réparation du
mésappariement aussi bien en 5' qu'en 3'. Lors d’une excision 5'—3', hEXO1 dégrade I’ADN
depuis ’extrémité d’un fragment d’Okasaki jusqu’au mésappariement. Lors d’une excision en
3’ — 5°, I’action endonucléase de MutLa est indispensable. Une coupure est réalisée en

amont du brin d’ADN de maniére a permettre ’action de hEXO1. Une fois I’erreur excisée, la
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derniére étape consiste en la resynthése du brin d’ADN par la polymérase 6 et sa ligation au
reste du brin néo synthétisé par la ligase I.

1.2.2 Déficit du MMR et instabilité microsatellite

1.2.2.1 Généralités

Le systétme du MMR joue un rdle central dans I’élimination des erreurs générées lors de la
réplication de ’ADN, de maniére a maintenir 1’intégrité du génome. L’inactivation du
systeme MMR, qu’elle soit d’origine héréditaire ou sporadique, conduit par conséquent a une
instabilité délétére du génome,'” a Iorigine d’une prédisposition a développer des tumeurs. La
perte de fonctionnalité de une ou plusieurs protéines du MMR engendre 1’accumulation de
mutations dans le génome, et notamment au niveau des microsatellites. C’est d’ailleurs entre
autres par la recherche d’un phénotype « microsatellite instable » (MSI) que s’effectue le
diagnostic de déficit en MMR. Les microsatellites sont la répétition de motifs de 1 a 5
nucléotides. Ils sont retrouvés en grand nombre sur I’ensemble du génome, dans des
séquences codantes ou non. Les microsatellites sont des séquences trés polymorphiques (taux
de mutation par génération de 10 & 10®) a cause d’un phénoméne de glissement des ADN
polymérases sur ces motifs répétés. Le role de ces séquences n’est pas entierement élucidé.
On a longtemps cru que seules celles présentes dans les seéquences codantes étaient
importantes, mais il semblerait que les microsatellites introniques aient également une
fonction, notamment dans la modulation de I’expression de certains génes.ls‘ % Dans le cas
d’un déficit en MMR, de nombreux geénes peuvent étre impactés par les insertions/délétions
au niveau des microsatellites dont notamment des genes impliqués dans les mécanisme de
réparation de I’ADN, la régulation de la transcription, la transduction du signal et ’apoptose,
favorisant la transformation cellulaire et le développement de cancers chez "homme.”® % Le
déficit en MMR, n’est pas en lui-méme transformant, c’est ’laccumulation de mutations qu’il
engendre qui est a ’origine du processus tumoral. Les génes pouvant étre impactés par un
déficit du systéme du MMR sont nombreux et une base de données, « SelTarBase », a été
développée pour référencer toutes les mutations décrites au niveau de séquences micro
satellitaires, mais aussi pour prédire les génes a risque de mutation.?? Ce phénoméne
d’instabilité microsatellite a été décrit pour la premiere fois dans les années 90 par 1’équipe de
Perucho sur une population de cancers colorectaux. * On ne s’intéressera ici qu’aux CCR
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MSI, mais ce phénoméne est également retrouvé dans d’autres tumeurs solides et dans

des pathologies hématologiques telles que les lymphomes.?®
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Protéines chez E. coli

Fonctions

Homologues humains

Fonctions

MutS

Liaison aux mésappariements

MSH2 - MSH6 (MutSa)

MSH2 - MSH3 (MutSB)

Reconnaissance des mésappariements "base-base" et
des boucles d’insertion/délétion de 1-2 bases.

Reconnaissance des certains mésappariements
"base-base" et des boucles d’insertion/délétion de >
2 bases.

MutL Promoteur des différentes étapes du MMR MLH1 - PMS2 (MutLa) Coordination du processus depuis la reconnaissance
du mésappariement jusqu’a sa réparation.
Interaction avec MutSa et MutSp
MLH1- MLH2 (MutLp) Fonction inconnue.
MutH Création d’une coupure sur le brin non-méthylé  Pas d'homologue
au niveau d’un site GATC semi-méthylé.
B-clamp Recrutement de MutS au niveau du PCNA Recrutement des protéines du MMR au niveau des
mésappariement. mésappariements.
Augmentation de [Defficacité de I’Adn Augmente la spécificité de liaison de MutSa. .
polymerase I1l. Participe a I'excision de I'erreur et & la synthése du
nouveau brin complémentaire.
Exol et ExoX Excision des ADN simple brinen 3’ — 5’ EXOI (Rthl) Excision des ADN double brin
RecJ Excision des ADN simple brinen 5” — 3’ Fonction exonucléase de Excision des ADN simple brin
I’ ADN polymérase
ADN polymérase Il Resynthése du brin d’ADN ADN polymérase & Resynthése du brin d’ADN
ADN ligase Création d’une liaison covalente aprés  ADN ligase Création d’une liaison covalente aprés réparation

réparation compléte de I’ ADN.

complete de ’ADN.

Tableau 1 : Comparaison des protéines du « mismatch repair » (MMR) chez E. coli et I'nomme : natures et fonctions.
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1.2.2.2 Origine du déficit du systtme du « mismatch repair »

Dans les cancers colorectaux, 15% des tumeurs sont caractérisées par un déficit du systeme
MMR, les autres résultants d’une instabilité chromosomique (CIN). Dans deux tiers des cas le
déficit en une ou plusieurs protéines du MMR est d’origine sporadique. Seuls 5% des cancers
colorectaux MSI correspondent a des syndromes de Lynch, ¢’est-a-dire des cancers d’origine
héréditaire. Que le déficit du MMR soit d’origine sporadique ou héréditaire, il est toujours
consécutif a I’inactivation bi-allélique d’un ou plusicurs génes essentiels au fonctionnement

de ce systeme de réparation de I’ADN.

Le syndrome de Lynch ou « Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer » (HNPCC) est une
pathologie de transmission autosomique dominante liée a la mutation d’un géne codant pour
une protéine du MMR. Les patients présentant un syndrome de Lynch sont caractérisés par
une prédisposition a développer des tumeurs, et cela de maniére précoce. Chez ces patients,
c’est I’association d’une mutation héréditaire sur un allele d’'un gene du MMR, et de
I’inactivation du second all¢le par une mutation somatique qui est a I’origine d’une instabilité
génétique favorisant la transformation cellulaire. Dans quasiment 90% des cas le déficit du
MMR est lié & une mutation au niveau des genes MLH1 ou MSH2. L’ensemble des variants
des protéines du MMR est reférencé par I’International Society for Gastrointestinal Hereditary
Tumours Incorporated (http://www.insight-group.org/). En 2004, Peltomaki et al, recensaient
448 mutations différentes retrouvées chez 748 familles : MLH1 (50%), MSH2 (39%), and
MSHS (7%) et une plus faible incidence pour les mutations de PMS2 (5%).%” Pour MLH1 et

MSH2, des mutations ont été decrites pour I’ensemble des exons et des introns. Pour MSH6,

il semblerait que les anomalies prédominent dans 1’exon 4 et pour PMS2 dans I’exon 11. Dans
tous les cas, la majorité des anomalies génétiques sont des insertions/délétions de plus ou
moins longues séquences.?® Les patients présentant un syndrome de Lynch ont un risque élevé
de cancer colorectal (10% a 50 ans et 40% a 70 ans), mais aussi des cancers de ’endométre,
de ’estomac, de I’intestin gréle, des voies urinaires et des voies biliaires (Tableau 2). Lorsque
des cancers viscéraux et tumeurs des glandes sébacées ou kératoacanthomes sont associes, il
s’agit alors d’un cas particulier d’HNPCC, le syndrome de Muir-Torre.” Lorsque les cancers
viscéraux sont associés a un glioblastome, on parle alors de syndrome de Turcot.*® Le type de
déficit en protéine du MMR a une influence sur la localisation des tumeurs et sur ’age de
diagnostic du premier cancer. Globalement, les risques sont plus faibles pour un déficit en
MSH®6 que pour ceux en MLH1 et MSH2, avec un risque se développer un cancer du spectre
HNPCC & 70 ans de 59 % pour MLH1 et 57 % pour MSH2 contre 25 % pour MSH6>!. Par
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contre, on constate que le risque de développer un cancer de I’endométre est plus important
chez une patiente présentant une anomalie de MSH6 (environ 70%) que chez celles présentant
une inactivation de MLH1 ou MSH2 (environ 45%). Par ailleurs, les données
épidémiologiques du cancer colorectal mettent en évidence que les patients présentant un
déficit de MSH2 ou MLH1 développent un cancer plus précocement que ceux ayant un déficit

de MSHG, avec respectivement un age moyen au diagnostic de 44,5 et 54 ans.

Risque cumulatif avant 70 ans Syndrome de Lynch Population générale
Cancer du spectre HNPCC Femme : 32 — 59%

Homme : 41 — 70% ]
Cancer colorectal Femme : 25 — 59% Femme : 3,5%

Homme : 28 — 75% Homme : 4,6%
Cancer de I’endométre 16 - 57% 1,5%
Cancer de I’estomac 2-13% <1%
Cancer de I’ovaire 4-31% 1,3%
Cancer des voies urinaires 1-12% <1%
Cancer de I’intestin gréle 4-7% <1%
Cancers des voies biliaires 0,07 - 2% -

Tableau 2 : Risque cumulatif de cancers a 70 ans chez les patients atteints d'un syndrome de Lynch
(données de I'étude ERISCAM*) et dans la population générale.
Les critéres d’Amsterdam,* lorsqu’ils sont tous réunis, permettent d’identifier les sujets a
risque d’étre atteint d’un syndrome de Lynch :

- Patient présentant un cancer colorectal ou du « spectre étroit » du syndrome HNPCC

(endomeétre, urothélium, intestin gréle) diagnostiqués chez au moins 3 apparentés ;

- Unindividu atteint apparenté au premier degré aux 2 autres ;

- Atteinte d’au moins 2 générations successives ;

- Diagnostic a un age inférieur a 50 ans chez au moins un des sujets atteints ;

- Exclusion du diagnostic de polypose adénomateuse.
Cependant, actuellement seule I’identification d’une mutation pathogéne sur un des geénes du

MMR permet de poser le diagnostic de certitude de syndrome de Lynch.

Les cancers colorectaux MSI d’origine sporadique sont beaucoup plus fréquents que les
syndromes de Lynch. Dans plus de 90% des cas, le déficit en MMR est la conséquence d’une
inactivation bi-allélique du promoteur du géne MHL1.*® La partie N-terminale du promoteur

de MLH1 est trés riche en ilots CpG susceptibles d’étre méthyles, et il a été montré que la
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méthylation de ces flots était corrélée a 1’absence de synthése de la protéine MLH1 et par
conséquent I’absence du complexe MutLa indispensable au systeme du MMR. Contrairement
aux cancers colorectaux MSI héréditaires, 1’dge moyen de survenue des cancers colorectaux
MSI sporadiques est plus tardif, aux environs de 70 ans. On constate aussi que les cancers
MSI sporadiques sont plus fréquents chez la femme que chez I’homme. Enfin, on retrouve
fréquemment dans les cas de cancers colorectaux sporadique la mutation V600OE du geéne
BRAF. Cette mutation est toujours absente des tumeurs MSI héréditaires, et constitue donc un
critére d’exclusion pour le diagnostic des syndromes de Lynch.>* Actuellement, les patients
présentant un cancer colorectal MSI d’origine sporadique, ainsi que leur proche, ne font pas
I’objet d’une surveillance particuliére contrairement aux patients présentant un syndrome de
Lynch. Cependant, une étude rétrospective a récemment mis en évidence que I’entourage des
patients présentant un CCR MSI di a une hyperméthylation du promoteur de MLH1
présenterait un risque plus important de CCR, mais aussi de cancers de I’estomac et des

ovaires que la population générale.*

1.2.2.3 Caractéristiques des tumeurs colorectales MSI

Les cancers colorectaux ayant un deficit en MMR présentent des caracteristiques differentes
des tumeurs MSS (Tableau 3). Par contre, il semblerait que quel que soit I’origine du déficit
en MMR, les caractéristiques cliniques, histopathologiques des tumeurs MSI soient similaires.
Les différences de sensibilité aux molécules de chimiothérapie entre les tumeurs MSS et MSI
sont parfois controversées et seront détaillées ultérieurement.

Les tumeurs MSI se développent le plus souvent au niveau du colon proximal,? 2% 337 ¢est-
a-dire dans la zone comprenant le caecum, le colon ascendant, I’angle colique droit et le colon
transverse. Généralement il s’agit de tumeurs peu ou pas différenciées avec une composante
mucineuse prédominante, ¢’est-a-dire avec au moins 10% de mucine extracellulaire.®® * Les
carcinomes de types médullaires sont peu fréquents (1/1000) mais sont fortement associés au
phénotype MSI. Il semble que les tumeurs MSI soit en générale plus grosses (=T3) que les
tumeurs MSS. Par contre, on retrouve rarement des ganglions positifs ou des métastases au
diagnostic chez les patients présentant une tumeur avec un deficit en MMR. Les marqueurs
immunohistochimiques (IHC) les plus fréquemment utilisé dans les adénocarcinomes
colorectaux sont les cytokératines 7 (CK7), 20 (CK20) et CDX2. La majorité des
adénocarcinomes colorectaux présentent un profil d’immunohistochimie CK20 positif / CK7
négatif. 1l semblerait quune diminution ou une absence d’expression de CK20 soit associée

aux CCR MSI. CDX2, un marqueur de différentiation entérique, est quant a lui le plus
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souvent négatif.*® Enfin, la réponse immunitaire est plus importante au niveau des tumeurs
MSI que des tumeurs MSS.* On observe généralement un infiltrat lymphocytaire abondant de
nature cytotoxique avec un ratio CD8/CD3 élevé.*! On parle d’infiltrat lymphocytaire de type
« maladie de Crohn ».

Instabilité microsatellite Instabilité chromosomique
Localisation Colon proximal Colon distal
Caractéristique Diploide Aneuploide ou polyploide
chromosomique
Différenciation Absente ou faible Importante
Composante mucineuse Fréquente Rare
Marqueurs IHC CK 20 négatif CK20 positif

CDX2 négatif CDX2 positif
Réaction inflammatoire ~ De type maladie de Crohn Infiltrat lymphocytaire peu fréquent
Taille de la tumeur Souvent > T3 Plus petites
Invasivité Souvent NO et MO au diagnostic Souvent N+ et M+ au diagnostic

Tableau 3: Différences entre les tumeurs présentant un phénotype microsatellite instable et celles
présentant une instabilité chromosomique.

L’impact du deficit en MMR sur le pronostic des tumeurs colorectales a été étudié a plusieurs
reprises. Malgré quelques résultats contradictoires, il semblerait que les patients avec une
tumeur MSI présentent un meilleur pronostic que ceux avec une tumeur MSS. Dans leur étude
Ribic et al ont analysé les données de survie de 570 patients avec un cancer colorectal de
stade 11 ou 111, dont 16,7% présentaient une instabilité microsatellite.** Ils ont montré qu’il
existait une relation entre le statut microsatellite et la survie, que les patients aient bénéficié
ou non d’une chimiothérapie adjuvante. La survie sans progression a 5 ans était de environ
75% pour les patients avec une tumeur MSI, contre 64,1% pour ceux avec une tumeur MSS
(p = 0,04). Pour un méme stade au diagnostic, les données de survie globale montrent
également un meilleur pronostic pour les patients présentant une tumeur MSI. En 2005, Popat
et al ont colligé les données de 32 études, et confirment 1’avantage pronostique du statut MSI
des tumeurs, aussi bien concernant la survie globale que la survie sans progression.*?
Cependant, la majorité de ces études concernent des cancers coliques, et il semblerait que ces

résultats soient a nuancer dans les cancers rectaux.**
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1.2.2.4 Diagnostic de l’instabilité microsatellite

Compte tenu du risque élevé de développer des cancers pour les patients atteints d’un
syndrome de Lynch, I’identification des tumeurs présentant un déficit du MMR est un
élément clé. La recherche d’instabilité microsatellite n’est pas effectuée chez tous les patients
atteints d’un cancer colorectal, mais il existe des situations cliniques particuliéres, détaillées
dans les critéres de Bethesda® et le critére de Bethesda révisé,*® ou cette recherche est
souhaitable (Tableau 4). En France, ces critéres ont été élargis de maniére a optimiser le
diagnostic des CCR héreditaires. L’INCA recommande la recherche d’une instabilité
microsatellite chez tous les patients présentant un CCR ou un cancer du spectre HNPCC

diagnostiqué avant 60 ans, ou quel que soit I’ge s’il existe des antécédents familiaux.*’

Tableau 4 : Critéres de Bethesda révisés*®

- CCR diagnostique a un age inférieur a 50 ans.

- CCR diagnostiqué chez un individu avec antécédent personnel de CCR ou du spectre
HNPCC, synchrone ou méetachrone, quels que soient les ages au diagnostic.

- CCR avec caractéristigues anatomopathologiques évocatrices (faible degré de
différenciation, architecture de type « médullaire», infiltration lymphocytaire dense du
stroma tumoral) diagnostiqué a un age inférieur a 60 ans.

- CCR diagnostiqué chez un individu ayant au moins un apparenté au premier degré
atteint d’un cancer du spectre HNPCC diagnostiqué a un age inférieur a 50 ans.

- CCR diagnostiqué chez un individu ayant au moins 2 apparentés au premier ou au
deuxiéme degré atteint d’un cancer du spectre HNPCC quels que soient les ages au

diagnostic.

Actuellement, deux techniques sont principalement utilisées pour le diagnostic d’un déficit en
MMR : I’immunohistochimie (IHC) des protéines du MMR et/ou I’identification par biologie
moléculaire du phénotype microsatellite instable. L’immunohistochimie, réalisée sur des
prélévements inclus en paraffine, recherche 1’expression des principales protéines impliquées
dans les déficits du MMR : MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2. Le profil d’expression des
cellules tumorales est comparé a celui du tissu sain adjacent. L’IHC permet de déterminer de
maniére indirecte le statut MSI d’une tumeur, mais oriente également sur 1’origine sporadique
ou héréditaire du déficit du MMR (Tableau 5). On notera, que les déficits en MLH1 et MSH2

entrainent respectivement la perte secondaire d’expression des protéines PMS2 et MSH6, qui
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ne sont plus protégées de la dégradation. L’identification des tumeurs MSI par des techniques
de biologie moléculaire (PCR et analyse de fragment) repose sur la comparaison entre le tissu
sain et la tumeur d’un panel de microsatellites monomorphiques dans la population générale.
La nature du panel a évolué au cours du temps, mais actuellement, on recommande
I’utilisation d’un panel de 5 microsatellites mononucléotidiques mis au point par 1’équipe de
Hamelin : BAT25, BAT26, NR21, NR24 et NR27.%°% On considére comme MSI high (MSI-
H) les tumeurs présentant plus de 30% de marqueurs instables et comme MSI low (MSI-L)
celles présentant un marqueur instable. Les tumeurs MSS ne présentent d’instabilité sur aucun
marqueur. 1l existe une bonne concordance entre les résultats de I’immunohistochimie et ceux
de I’analyse de fragment, cependant on recommande 1’association des deux techniques pour
éviter les faux négatifs. Par exemple, les déficits en MSH6 ne sont pas forcément détectés par
les techniques de biologie moléculaire car ils n’induisent, la plupart du temps, qu’une faible
instabilité microsatellite. D’autre part, les techniques d’IHC ne sont pas a méme de détecter
les mutations faux-sens qui sont a I’origine d’une perte de fonctionnalité de la protéine, sans

forcément diminuer son expression.

Expression en IHC

VLHL MSH2 MSHG PMS2 Interprétation Géne inactivé Origine du déficit
+ + + + MSS - -
- + + - MSI MLH1 Sporadique ou héréditaire
+ - - + MSI MSH2 Majoritairement héréditaire
+ + - + MSI MSH6 Majoritairement héréditaire
+ + + - MSI PMS2 Majoritairement héréditaire

Tableau 5 : Profils d'expression des protéines du MMR en IHC et diagnostic dinstabilité
microsatellite. + : Expression protéique en IHC. - : Absence d’expression protéique en THC.

Une fois le diagnostic d’instabilité microsatellite posé, et grace a ’orientation donnée par
I’'IHC, des investigations complémentaires doivent étre réalisées pour déterminer le caractere
sporadique ou héréditaire du déficit en MMR. Dans cette optique, la recherche de la mutation
V600E du gene BRAF peut étre réalisée, car sa présence constitue un critére d’exclusion pour
le diagnostic de syndrome de Lynch. Pour les déficits en MLH1, on recherchera, en premiére
intention, une hyper-méthylation du promoteur du gene caractéristique des tumeurs MSI
sporadiques, compte tenu de sa fréquence. Puis si cette analyse se révéle négative, on
effectuera le séquencage du géne. Dans les autres cas, on effectue directement le séquencage

du gene suspecté a la recherche d’une mutation.
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1.3 Chimiothérapie dans les cancers colorectaux MSI: place du

5-Fluorouracile.

De maniére générale, la prise en charge des cancers colorectaux repose sur une approche
multidisciplinaire associant la chirurgie, la radiothérapie, et la chimiothérapie dont la pierre
angulaire est le 5-FU. Cependant les tumeurs MSI nécessitent une prise en charge particuliere,
notamment en ce qui concerne la chimiothérapie. En effet, le systtme du MMR intervient
dans la cytotoxicit¢é d’un certain nombre de molécules anti-cancéreuses induisant des
dommages de ’ADN : agents méthylants (temozolomide, procarbazine, dacarbazine et
streptozotocine), anti-métabolites (6-thioguanine, 5-FU), agents alkylants (cisplatine,
carboplatine). Un deéficit en MMR peut donc étre a I'origine de I’inefficacité de certaines
chimiothérapies. 11 est admis qu’un déficit du MMR est un facteur prédictif de non réponse a
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un certain nombre de molécules, dont notamment le cisplatine.™ Mais pour certaines

molécules, dont le 5-FU, les données sont plus controversees.

1.3.1 Pharmacologie du 5-FU : Role du MMR

Le 5-fluoro-uracile (5-FU) est un meédicament anticancéreux développé dans les années 50 et
appartenant a la classe des anti-métabolites. 11 s’agit d’un analogue de base Pyrimidique : un
uracile dont I’hydrogéne en position 5 a été substitué par un atome de fluor, entrainant une
modification de charge et de réactivité de la molécule. Le 5-FU agit sur les cellules
cancéreuses selon 3 mécanismes : incorporation de fluoro-nucléotides dans I’ADN, dans
I’ARN et inhibition de la thymidilate synthase (TS).

Aprés administration par voie parentérale, le 5-FU est rapidement catabolisé (Demi-vie =~ 6
min) & prés de 80% par la dihydropyrimidine déhydrogénase (DPD)®. Cette enzyme,
retrouvée principalement dans les hépatocytes et les lymphocytes, réduit le 5-FU en un
métabolite inactif 5-fluorodihydrouracile (5-FUH,). La DPD est une enzyme soumise a un
polymorphisme génétique et, a ce jour, 31 "Single Nucleotide Polymorphisms"” (SNP) ont été
rapportés, dont certains entrainent une diminution voire une absence d’activité de ’enzyme, a
Iorigine d’épisodes toxiques graves.”” La fréquence des homozygotes avec déficit
enzymatique total est de 0,3 % et celle des hétérozygotes avec une activité réduite de la DPD
est de 2 a 4 %, d’ou l'intérét du dépistage des patients a risques par une approche

génotypique®” et une approche phénotypique.®
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Du fait de ’action de la DPD, seule une faible fraction du 5-FU est anabolisée en dérivés
cytotoxiques. L’action du 5-FU nécessite une activation cellulaire par des phosphorylases et
des kinases en metabolites actifs, suivant trois voies anaboliques (Figure 2). Le 5-FU est
convertit en fluorodéoxyuridine monophosphate (5-FAdUMP) qui inhibe la thymidylate
synthase (TS) en formant un complexe ternaire avec la N-méthyléne-tétrahydrofolate (acide
folinique). L’inhibition de la TS empéche la synthése de thymidine a partir du dUMP et par
conséquent la synthése de I’ADN. On notera que l’augmentation des concentrations
intracellulaires en 5-10 méthyléne tétrahydrofolate par co-administration d’acide folinique
permet de potentialiser la toxicité du 5-FU. Le 5-FU est également transformé en 5-fluoro-
uridine triphosphate (FUTP) qui s’incorpore dans I’ARN et inhibe sa maturation,” et en 5-
fluorodéoxyuridine triphosphate (FAUTP) qui s’incorpore dans I’ADN et inhibe son

élongation. >>*°

Il est admis que le mécanisme d’action principal du 5-FU est I’inhibition de la
TS. Néanmoins, des études ont mis en évidence qu’au moins 10% de la toxicité cellulaire du
5-FU était liée a la reconnaissance par le systtme du MMR des adduits de 5-FU sur I’ ADN.”’
Il semblerait que le FAUTP incorporé dans I’ADN induise une déformation de la double
hélice d’ADN par une modification de charge, permettant ainsi sa reconnaissance par le
systtme du MMR. La liaison du MMR aux adduits de 5-FU dans I’ADN serait plus
importante que pour les mésappariements de type C — T. L’équipe de Carethers a mis en
évidence que la toxicité MMR-dépendante du 5-FU dépendait principalement de MutSa,*®
mais aussi de MutSP.> Ainsi, ils ont montré que la cytotoxicité du 5-FU était maximale dans
les cellules disposant a la fois de complexes MutSa et MutSp, intermédiaire dans les cellules

présentant un déficit de MutSp, et trés faible dans celles avec un déficit de MutSa.
1.3.2 Conséquences du déficit en MMR sur la sensibilité au 5-FU

L’incorporation du FAUTP dans I’ADN et sa reconnaissance par le systtme du MMR ne
constituent pas le mécanisme d’action principal du 5-FU, cependant de nombreuses études
montrent qu’un déficit du MMR induisait une perte d’efficacité du 5-FU.

Les études in vitro montrent qu’un déficit du MMR est a ’origine d’une résistance des
cellules cancéreuses au 5-FU. Meyers et al ont montré que la lignée cellulaire HCT116, qui
présente un déficit du MMR par une mutation du géne MLH1, était environ 15 — 20 fois plus
résistantes au 5-FU que les cellules HCT116 3-6, dans lesquelles un chromosome 3 normal
contenant un géne MLH1 fonctionnel a été introduit.®® Il a été également montré dans la
lignée cellulaire SW48, que I’inactivation du géne MLH1 par hyperméthylation de son

promoteur était également a I’origine d’une diminution de la sensibilité au 5-FU.** Malgré la
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redondance entre MutSa (MSH2 — MSH6) et MutSp (MSH2 — MSH3), un déficit en MSH3
est a Porigine d’une diminution de la sensibilité au 5-FU.% Ainsi, quelle que soit I'origine du
déficit du MMR, mutation ou inactivation épigénétique, déficit en MutS ou MutL, les cellules
MSI sont moins sensibles au 5-FU que les cellules MSS.

In vivo, de nombreuses études ont examiné I’impact du statut microsatellite comme marqueur
prédictif de réponse & une chimiothérapie a base de 5-FU.*> %% En 2003, I’équipe de
Gallinger a montré que 1’administration d’une chimiothérapie adjuvante a base de 5-FU (5-FU
+ levamisole ou 5-FU + acide folinique) chez des patients présentant une tumeur colorectale
MSS ou MSI-L était associée a une amélioration de la survie sans progression et de la survie
globale. Par contre, chez les patients avec une tumeur MSI-H il n’y avait pas de différence en
terme de survie que les patients aient bénéficié ou non d’une chimiothérapie adjuvante
(p = 0,80).** Ces résultats ont été confirmés par la méme équipe dans une étude ultérieure
avec, chez les patients présentant une tumeur colorectale de stade Il, une diminution de la
survie globale dans le groupe MSI traité par chirurgie et chimiothérapie adjuvante comparé au
groupe contrdle traité uniquement par chirurgie.®® L’effet d’une chimiothérapie par 5-FU a été
étudié pour d’autres tumeurs présentant un déficit du MMR et des résultats similaires ont été
retrouvés concernant la sensibilité au 5-FU. Dans une population de cancers gastriques,
I’avantage pronostic du déficit en MMR n’a pas pu étre démontré quel que soit le stade au
diagnostic. Par contre, il a été mis en évidence que le 5-FU améliorait la survie des patients
présentant une tumeur MSS/MSI-L de grade II ou III, ce qui n’était pas le cas en cas de
tumeur MSI-H.®" Certaines études présentent cependant des résultats plus nuancés sur
I’impact du déficit en MMR sur la réponse au 5-FU, avec notamment des difficulté
d’interprétation des résultats compte-tenu de la forte hétérogénéité des tumeurs MSI.%®
D’autre part, il semblerait que 1’adjonction d’autres molécules de chimiothérapie telles que
I’oxaliplatine ou I’irinotécan au 5-FU permettent de surmonter I’effet du déficit du MMR sur
la réponse & la chimiothérapie.®®*®® ™ On notera cependant, que la plupart des travaux ont
étudié uniquement 1I’impact du déficit en MMR sur la réponse a la chimiothérapie a base de 5-
FU, mais n’ont pas étudié chez ces patients d’autres déterminants comme notamment
I’expression de la TS. Compte-tenu de ces résultats, le « National Comprehensive Network® »
considére que le statut microsatellite instable de la tumeur est un des éléments d'information
important a prendre en compte lorsqu'il s'agit de décider d'utiliser ou non une chimiothérapie
adjuvante & base de 5-FU, notamment chez les patients présentant une tumeur de stade 11."
Par contre pour les patients avec un cancer de stade III ou métastatique, I’emploi du 5-FU

reste recommandé.
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1.3.3 HSP110AE9 : nouveau marqueur prédictif de réponse au 5-FU dans

les tumeurs MSI ?

Les protéines de choc thermique ou « Heat Shock Protein » (HSP) constituent un systeme
hautement conservé (plantes, procaryotes et eucaryotes) de protection cellulaire en réponse a
des signaux de stress, d’ou le terme de protéines chaperonnes. Les différents types d’HSP
présentent de nombreuses homologies : elles sont abondantes, ubiquitaires et inductibles. Leur
synthése est induite par de nombreux signaux de stress dont I’hyperthermie mais aussi de

nombreux signaux toxiques.’?

Les HSP sont classées en 6 familles en fonction de leur poids moléculaire : HSP110, HSP90,
HSP70, HSP60, HSP47 et HSP-25-30. Parmi ces HSP, les protéines de 110 kDa constituent
une famille majeure.” " On trouve deux isoformes d’HSP110 : HSP1100 (858 AA) qui est
exprimé de maniére constitutive et peut étre induite par de nombreux signaux de stress, et
HSP110B (814 AA) qui résulte de 1’épissage alternatif de 1’exon 12 d’HSP110a lors d’un
choc thermique (Figure 1). Les deux protéines possedent une structure similaire aux DnaK
avec un domaine de liaison a I’ATP dans leur partie N-terminale (1 — 384 AA), un site actif
ou « peptide binding domain » (PBD) (384 — 530 AA), des séquences d’importation et
d’exportation du noyau « nuclear localization site » (NLS) et « nuclear exporting sequence »
(NES) et une série d’hélice o dans la partie C-terminale. Les deux protéines sont exprimées a
la fois dans le cytosol et dans le noyau. Les HSP110 jouent un réle dans les phénoménes de
thermotolérance en permettant de solubiliser les agrégats protéiques résultants des chocs
thermiques.” Par ailleurs, elles interviennent également dans les mécanismes de protection
cellulaire en interagissant avec d’autres protéines chaperonnes telles que HSP70 et HSC70.

De nombreuses études ont notamment mis en évidence la surexpression des protéines de choc

76-78 79-81

thermique dans de nombreux cancers, et notamment dans les cancers colorectaux.
Cette augmentation du taux d’expression des différentes HSP favoriserait la progression
tumorale en promouvant la prolifération cellulaire et en inhibant les mécanismes de mort
cellulaire.® Dans le cas particulier d’HSP110, il semble qu’une surexpression de cette
protéine soit un facteur pronostic, les taux les plus importants étant retrouvés dans les cancers

colorectaux métastatiques.’® %
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Figure 1 tirée de Dorard et al.®®: Structure des protéines HSP110 sauvages et mutée. On trouve deux
isoformes de la protéine sauvage (HSP110a et HSP110B) dont on ne connait pas les différences
fonctionnelles. La protéine mutée HSP110AE9 conserve uniquement le domaine de liaison a I’ATP ici
représenté en bleu, le site «Peptide binding site », les séquences d’exportations (NES) et de
localisation nucléaire (NLS) ayant été excisées.

L’équipe d’Alex Duval a récemment identifié, dans une population de patients présentant une
tumeur MSI de stade Il ou Ill, une délétion au niveau d’un microsatellite de 1’intron 8 (T17)
situé & proximité d’un site d’épissage.®® Présente dans toutes les tumeurs MSI, mais absente
de toutes les tumeurs MSS, cette délétion dans une séquence non codante est a I’origine d’un
phénomene d’épissage alternatif qui conduit a I’excision de I’exon 9 et I’obtention d’une
protéine tronquée HSP110AE9. Ce variant tronqué d’HSP110 ne conserve que la partie N-
terminale de la protéine, c’est-a-dire le domaine de liaison a I’ATP. Cette mutation a des
conséquences multiples et contribue a une diminution des capacités de protection cellulaire.
L’absence du site actif de la protéine entraine la perte de la fonction chaperonne propre
d’HSP110. La perte de la partie C-terminale de la protéine empéche également I’interaction
entre HSP70 ou HSP27 avec HSP110 ce qui entraine la perte d’une partie de leurs fonctions.
Enfin, I’étude montre également que la protéine HSP110AE9 a la capacité d’inhiber 1’activité
de la protéine sauvage. L’étude a montré que le taux d’expression HSP110AE9 / HSP110 était
hétérogéne (0,4 — 479,2 %), et suggere que la taille de la délétion est a I’origine de cette
disparité. L’équipe d’A. Duval suggerent également que le ratio d’expression
d’HSP110AE9 / HSP110 est un marqueur prédictif de réponse au 5-FU chez les patients
présentant une tumeur MSI. Chez les patients MSI, les études ont montré 1’inefficacité du 5-
FU. Il semblerait également que, grace a sa fonction chaperonne, HSP110 protege les cellules
de la toxicité du 5-FU. Ainsi, ils postulent que I’inhibition d’HSP110 par HSP110AE9
permettrait de recouvrir une partie de la cytotoxicité du 5-FU (Figure 2). Ils ont ainsi défini
une sous-population de patients (= 30%) qui exprime fortement HSPI110AE9
(HSP110AE9 / HSP110 > 75%) et semble bénéficier d’une chimiothérapie par 5-FU.
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Figure 2 : Schéma simplifié de I’interaction entre MMR, HSP110 et HSP110AE9 dans le mécanisme
d’action du 5-FU. Les fléches rouges représentent une inhibition, les vertes une stimulation.
DPD : dihydropyrimidine déshydrogénase ; FUTP : 5-fluoro-uridine triphosphate ; FAUMP : 5-fluoro-
désoxyuridine mono phosphate ; FAUTP : 5- fluorodeoxyuridine triphosphate, HSP110 : Heat Shock
Protein 110 ; HSP110AE9 : variant tronqué d’HSP110, MMR : Mismatch repair.
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2 Objectifs de I’étude

Les projets de recherche menés au laboratoire ont pour but d’identifier des marqueurs
constitutionnels ou tumoraux en vue de limiter la toxicité des traitements et d’identifier les
marqueurs pronostiques de 1’évolution tumorale. L’équipe s’intéresse particuliérement aux
facteurs prédictifs de la réponse au 5-FU dans le traitement du cancer colorectal, de maniére a
personnaliser le traitement des patients. Dans notre étude nous nous sommes intéressés aux
relations entre instabilité microsatellite, la survie, réponse a la chimiothérapie a base de 5-FU
et expression d’HSP110AE9, variant tronqué d’HSP110, récemment décrit comme possible
marqueur prédictif de réponse a la chimiothérapie par 5-FU.%% Les objectifs étaient (1) de
vérifier I’impact pronostic et prédictif du phénotype MSI dans une population de patients avec
CCRm et traités par FOLFIRI-CETUX, (2) de vérifier I’absence de polymorphisme du T17
d’HSP110 dans le tissu sain, (3) d’étudier la prévalence des delétions du T17 d’HSP110 et les
facteurs modulant 1’expression HSP110AE9 / HSP110 dans des CCR MSS et MSI, et (4)
d’évaluer I’influence HSP110AE9 sur la survie et la réponse a la chimiothérapie.
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3 Matériels et méthodes

3.1 Lignées cellulaires

Nous avons étudié la taille du microsatellite T17 d’HSP110 et de I’expression d’HSP110AE9
dans 5 lignées cellulaires de cancers colorectaux dont les caractéristiques sont détaillées dans
le tableau ci-dessous. Les différentes techniques utilisées par la suite ont été mise au point a
’aide des extraits d’ADN, ARN et protéines de ces lignées cellulaires.

o Statut microsatellite” )
Lignee Anomalie du MMR
Statut BAT25 BAT26 D5S346 D2S123 D175250

HCT116  MSI-H MSI MSI MSS MSI Mutation de MLH1
Hyperméthylation
LS174T MSI-L MSI MSI MSS MSS MSS du promoteur de
MLH1
Hyperméthylation
SW48 MSI-H MSI MSI MSI MSI MSS du promoteur de
MLH1
SW480 MSS MSS MSS MSS MSS MSS Aucune
HT29 MSS MSS MSS MSS MSS MSS Aucune

Tableau 6 : Caractéristiques des lignées cellulaires issues de cancers colorectaux (seltarbase.org). “Le
phénotype MSI des tumeurs a été déterminé a 1’aide du panel de la conférence de Bethesda. MSI :
instabilité microsatellite ; MSS : Stabilité microsatellite.

3.2 Patients

3.2.1 Population 1 : Patients atteints d’'un cancer colorectal métastatique

et traités par FOLFIRI-CETUX.

Nous avons effectué une étude rétrospective chez 86 patients traités pour un cancer colorectal
métastatique, en premiere ou deuxiéme ligne, par une chimiothérapie associant le 5-FU,
I’irinotécan et le cétuximab, entre 2004 et 2012. Pour chaque patient, nous disposions de tissu
tumoral, sous forme de lame fixées et paraffinées, et de tissu sain (tissu sain colique ou
leucocytes). Nous disposions également des données anatomopathologiques (type de tumeur,
grade histologique), biologiques (statut KRAS sauvage de la tumeur, recherche de mutations

sur le géne de la DPD et de 'UGT1A1), et cliniques (posologies, schéma d’administration,
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effets secondaires médicamenteux, réponse au traitement). Tous les patients ont signé un

consentement autorisant la réalisation d’analyses génétiques sur leurs prélévements.

Age moyen (min ; max) 62,7 (34 ; 81)
Sexe (%)
homme 60 (69,7)
femme 26 (30,3)
sexe ratio 0,43
Tumeur primitive (%)
colon 50 (58,2)
rectum 34 (39,5)
Colon + rectum 2(2,3)
Sites métastatiques (%)
1 33(38,4)
2 37 (43)
3 14 (16,3)
4 1(1,2)
5 1(1,2)

Tableau 7 : Caractéristiques de la population de patients présentant un CCRm et traités par
I’association FOLFIRI-CETUX.

3.2.2 Population 2 : Patients atteints d’un cancer colorectal MSI

Nous avons également effectué 1’étude de la taille du microsatellite T17 d’HSP110 et
I’expression d’HSP110AE9 chez 121 patients présentant une tumeur colorectale et pour
lesquels le diagnostic d’instabilité microsatellite avait été réalisé au sein du laboratoire selon
la technique décrite ci-aprés. Pour chaque patient nous disposions de tissu tumoral, sous

forme de lames fixées et paraffinées, et de tissu sain (tissu sain colique ou leucocytes).

Age moyen (min ; max) 59, 6 ans (35 ; 89)
Sexe (%)

homme 57 (47)

femme 64 (53)

sexe ratio 1,12
Tumeur primitive (%)
colon 118 (97,5)
rectum 3(2,5)

Tableau 8 : Caractéristiques de la population de patients présentant un cancer colorectal MSI.
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3.3 Analyses de ’ADN génomique

3.3.1 Extraction et dosage des ADN génomiques.

L’extraction de ’ADN a partir des coupes d’anatomopathologie fixées et paraffinées (1 cm?)
est effectuée manuellement a I’aide du kit NucleoSpin® FFPE DNA (Macherey-Nagel, Den,
Allemagne) en suivant les recommandations du fabricant. L’extraction d’ADN a partir de
culots de leucocytes ou de lignées cellulaires est réalisée grace au systéme automatisé
Maxwell® 16 (Promega, Madison, WI, USA). Le dosage de ces ADN est réalisé par une
méthode utilisant un fluorophore s’intercalant dans les doubles brins d’ADN, a I’aide du kit
QuantiFluor® (Promega) sur le QUBIT® (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). La
concentration de chaque ADN a été ensuite ajustée a 2 ng/UL dans de I’eau nucléase free. Les
ADN purs et dilués sont conservés a -20°C.

3.3.2 Recherche d’une instabilité microsatellite

La recherche d’une instabilité microsatellite a été réalisée a ’aide d’'une PCR multiplex
ciblant 5 marqueurs mono nucléotidiques (Tableau 9) comme le recommande la conférence de
consensus de Bethesda “° puis d’une analyse de fragments des produits de PCR obtenus. La
PCR multiplex a été réalisée grace au kit MSI Analysis System® (Promega). Les cycles de
PCR sont les suivants : 11 min a 95°C, puis 1 min a 96°C, puis 30 cycles avec 30 s a 94°C, 90
s a 58°C et 90 s a 70°C, enfin un dernier cycle de 45 min a 60°C. Les produits de PCR
fluorescents obtenus sont dilués au 1/10 (V/V) dans un mélange contenant du formamide et
un standard interne de taille (ILS 600®), puis séparés sur un ABI Prism® 3130 Genetic
Analyser (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). L’analyse des différents fragments est
effectuée a 1’aide du logiciel Gene Mapper (Applied Biosystems). Pour chaque patient on
compare le profil du tissu tumoral a celui du tissu sain et a un témoin MSS (ADN de cellules
K562). Les échantillons avec deux marqueurs instables ou plus ont été considérés comme
instables (MSI-H) tandis que les échantillons avec moins de 2 marqueurs instables ont été
considérés comme stables. Les échantillons ne présentant d’instabilité sur aucun marqueur
sont considérés comme MSS. Les marqueurs Penta-D et Penta-C sont des microsatellites qui

permettent de vérifier que tissu sain et tumeur proviennent bien du méme patient.
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Marqueur Référence GenBank® Séquence du microsatellite
NR-21 XM_033393 (A)21

BAT-25 U41210 (A)2s

BAT-26 L04143 (A)2

NR-24 X60152 (A)24
MONO-27 AC007684 (A7

Penta-C AL138752 (AAAAG)3 15
Penta-D AC000014 (AAAAG); 17

Tableau 9 : Liste des marqueurs microsatellites étudiés pour le diagnostic d’une instabilité
microsatellite (données du fournisseur).

La recherche de I’expression des protéines MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2 a éte

réalisée par le laboratoire d’anatomopathologie de I’'ICO Paul Papin.

3.3.3 Recherche et -caractérisation de délétions au niveau du

microsatellite T17 d’HSP110.

3.3.3.1 PCR et analyse de fragment ciblant le microsatellite T17

Les amorces de PCR ont été congues avec le logiciel ePrimer3 (5’-6FAM-
TGGGAAGTGTTCATGTGCTC-3" et 5-ACTGCATCTGTGACGGAAAATTC-3%). Le
volume réactionnel de la réaction de PCR est de 50 uL avec en concentrations finales :
2,5 UM de MgCl,, 0,4 mM de chaque amorce, 0,2 mM de dNTP, 1 uL d’ADN et une unité
d’Ampli TAQ GOLD® DNA polymérase (Promega). La réaction de PCR comporte une étape
initiale de dénaturation a 94°C pendant 2,5 min, et 35 cycles a 94°C pendant 30 s, puis 60°C
pendant 30 s et 72°C pendant 1 min. On vérifie I’amplification des ADN par migration sur gel
d’Agarose 2% ou grace au systeme eGene. Les produits de PCR sont ensuite dilués dans de
I’eau (1/20 a 1/300 V/V), puis séparés par électrophorése capillaire sur le séquenceur ABI
3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems), en utilisant le L1Z600® (Promega) comme
standard interne de taille. Les électrophorégrammes sont analysés grace au logiciel Gene

Mapper V4.0 (Applied Biosystems).
3.3.3.2 Clonage

Le clonage des produits de PCR, obtenus a partir de lignées cellulaires de cancers colorectaux
(HCT116, LS174T, SW48, SW480 et HT29), est effectué¢ a I'aide du vecteur pGEMT
(Promega) dans des bactéries compétentes JIM109 (Promega). Apres culture bactérienne, les

vecteurs sont purifiés a I’aide du kit QIAprep Spin Miniprep Kit® (Qiagen, Courtaboeuf,
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France) en suivant les recommandations du fabricant. La concentration des solutions de

vecteurs est évaluée a I’aide du kit QuantiFluor® (Promega) sur le QUBIT® (Invitrogen).
3.3.3.3 Séquencage par la méthode de Sanger

La PCR de séquence est effectuée a partir de 300 ng de vecteur purifié. Le volume réactionnel
de la réaction de séquence est de 20 pL avec en concentration finale : Big Dye buffer 1X,
Premix version 3.0 1X, 1,26 pg de pUC/M13 sequencing primer (Promega). Un premier cycle
de 1 min a 95°C est nécessaire, puis 25 cycles avec 10 s a 96°C, 10 s a 50°C et 4 min a 60°C.
Le produit de PCR obtenu avec la réaction de séquence est précipité avec 2 puL d’acétate de
sodium 3M pH5,2; 2 uL d’EDTA 100 mM pH8; 1 puL de glycogene a 20 mg/mL. On
effectue ensuite trois ringages dans I’éthanol absolu et on récupére un extrait sec que 1’on
reprend dans 20 pL de formamide. Un séquencage des différents clones est ensuite réalisé sur
le séquenceur ABI 3130 Genetic Analyser (Applied Biosystem). Les séquences sont analysées
gréce au logiciel Sequencing analysis (Applied Biosystem).

3.3.4 Recherche de la mutation V600E du géne BRAF.

La recherche de la mutation V600E du géne BRAF est effectuée par PCR puis
Pyrosequencage. Pour la PCR on utilise une amorce sens non biotinylée
(5’-CCACAAAATGGATCCAGA-3") et une amorce anti-sens biotinylée
(5’-TGAAGACCTCACAGTAAAAATAGG-3’). Le volume réactionnel de la PCR est de
50 pL avec 10 pL de tampon 5X, 5 puL de MgCl, (25 mM), 1 uL de dNTP (10 mM), 0,25 pL
de TAQ polymérase, 31,75 uL d’cau, 1 uL de mélange d’amorce (10 uM) et 1 uL d’ADN a
100 ng/pL. Un premier cycle de 1 min a 94°C est nécessaire, puis 35 cycles avec 30 s a 94°C,
30 sab7°C et 1 mina 72°C, et enfin 10 minutes a 72°C. Le Pyroséquencage est realisé a
I’aide d’un PyroMark™Q96 ID (Qiagen) avec les réactifs PyroMarkGold en suivant les
recommandations du fournisseur. L’amorce de séquence utilisée est la suivante
5>-TGATTTTGGTCTAGCTACA-3’. Les pyrogrammes sont analysés a I’aide du logiciel
fournis par Qiagen en comparant la séquence obtenue a la séquence sauvage de BRAF :
GTGAAATCTCGA (Annexe 1).
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3.4 Analyse de PARNm
3.4.1 Extraction et dosage des ARN

L’extraction de I’ARN a partir de tissus fixés et paraffinés (1 cm?) ou a partir de lignées
cellulaires (> 10° cellules) est effectuée manuellement a I'aide du kit High Pure miRNA®
isolation kit (Roche, Pentzberg, Allemagne) en suivant les recommandations du fabricant.
Pour les tissus fixés et paraffinés, une étape préalable de déparaffinage dans le xyléne et de
réhydratation dans I’éthanol a été réalisée. Aprés I’extraction on effectue un traitement avec
une DNAse. Les ARN sont ensuite dosés par une technique spectrophotométrique a 260 nm
sur le Nanodrop® (Thermo scientific Courtaboeuf, France). Les ARN extraits sont conservés
a-80°C.

3.4.2 Reverse Transcription (RT)

La réaction de RT est effectuée a partir de 600 ng d’ARN et se déroule en trois étapes.
Premierement, on ajoute 150 ng de Random Primers (Invitrogen) et 10 pmoles de chaque
dNTP aux 10 uL d’ARN, on incube le mélange a 65°C pendant 5 min. Ensuite, on ajoute au
mélange réactionnel 4 pL de First Strand Buffer 5X, 2 uL de DTT 0,1 M et 40 unités de
RNAseOUT® (Invitrogen) et on incube 2 min & 37°C. Enfin, on ajoute 200 unités de M-MLV
RT (Invitrogen) et on incube le mélange réactionnel a 25°C pendant 10 min, puis 50 min a
37°C et 15 min a 70°C. Les cDNA obtenus sont conservés a -20°C.

3.4.3 PCR multiplex et analyse de fragments

Pour évaluer I’importance de I’expression HSP110AE9 par rapport a HSP110 nous effectuons
une PCR multiplex dans laquelle nous amplifions des fragments spécifiques du variant muté
pour lequel ’exon 9 a été excisé (83 pb) et du variant sauvage pour lequel I’exon 9 est présent
(72 pb et 193 pb), ainsi que de la p2-microglobuline (152 pb) comme contrdle interne. Les
amorces ont été congues a I’aide du logiciel ePrimer3: une amorce commune aux deux
variants sur I’exon 8 d’HSP110 (5’-6FAM-ACA CTC AAT GCA GAT GAA GCA G-3’),
une amorce sur I’exon 9 d’HSP110 (5°’-CTA ACT TTA AAT GCC GGG GAA AG-3’), une
amorce sur ’exon 10 d’HSP110 (5’-GGA GAA AGG AGC AGC ATG GTT-3’). Pour la
B2microglobuline nous avons utilisé les amorces élaborées par 1’équipe de Albitar et utilisées
comme contréle interne des RT-PCR en routine.?” Le volume réactionnel de la réaction de

PCR est de 50 pL avec en concentrations finales : 2,5 uM de MgCl,, 0,4 mM de chaque
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amorce, 0,2 mM de dNTP, 1 uL d’ADN et une unité d’Ampli TAQ GOLD® DNA polymérase
(Promega). La réaction de PCR comporte une étape initiale de dénaturation & 94°C pendant
2,5 min, et 35 cycles & 94°C pendant 30 s, puis 62°C pendant 30 s et 72°C pendant 1 min. On
vérifie ’amplification des ADN par migration sur gel d’Agarose ou grace au systeme eGene.
Les produits de PCR sont ensuite dilués dans de I’eau (1/20 a 1/300 V/V), puis séparés par
électrophorése capillaire sur le séquenceur ABI 3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems),
en utilisant le LIZ600® (Promega) comme standard interne de taille. Les
électrophorégrammes sont analysés gréace au logiciel Gene Mapper (Applied Biosystems). Le
rapport entre I’aire sous la courbe du pic d’HSP110AE9 et celui d’HSP110 est calculé pour

chaque échantillon et exprimé sous forme de ratio.

3.5 Analyse des protéines

3.5.1 Extraction et dosage des protéines
On extrait les protéines des lignées cellulaires HT29, HCT116 et LS174T par ajout de
100 pL de tampon FASP (SDS 4%, TRIS 0,1M, pH7,6) au culot cellulaire. On effectue
ensuite un cycle de congélation rapide a -80°C puis décongélation rapide a 37°C, puis deux
cycles de 20 s de sonication. Aprées centrifugation a 14 000xg pendant 10 min a 4°C on
récupére le surnageant protéique. Les extraits protéiques sont dosés par une méthode
colorimétrique, a I’aide du kit BCA protein Assay (Thermo Scientific), sur le Nanodrop®. Les

extraits protéiques sont conserveés a -80°C.

3.5.2 Western Blot
A partir des extraits protéiques obtenus on effectue la recherche des protéines mutées et
sauvages par la réalisation de Western Blot. On dépose 70 pg d’extrait protéique dans un gel
d’acrylamide a 8%, puis on laisse migrer pendant 30 min a 90 V puis 1h30 a 110 V. On
effectue le transfert du gel sur une membrane de polyfluorure de vinylidéne Immobilon®
(Millipore, Billerica, MA, USA) pendant 54 min a 23 V. La membrane est ensuite rincée dans
un mélange Tris Buffer Saline (TBS)/TWEEN 1% puis incubée dans une solution d’albumine
bovine sérique a 5% pendant au moins une heure. On rince de nouveau la membrane dans le
mélange TBS/TWEEN 1% puis on I’incube dans 15 mL de solution d’anticorps anti-HSP110
(ab24503, ABCAM), ciblant la partie N-terminale de la protéine, a 0,27 ng/mL pendant une
nuit a 4°C. Apres un rincage dans du TBS/TWEEN 1%, on incube 45 min la membrane dans

I’ Ac secondaire dirigé contre les Ac de lapin (sc-2004). Les protéines de la membrane sont
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révélées par ajout du substrat de la peroxydase (H,O;) et utilisation d’un systéme de
chimiluminescence amélioré (ECL, Biorad, Hercules, CA, USA).

3.6 Etude statistique

L'analyse statistique a été réalisée en utilisant les logiciels SAS® et SPSS®. Les variables
qualitatives ont été comparées a l'aide du test exact de Fisher, et les données continues ont été
comparées par les tests de Wilcoxon ou de Kruskall Wallis en fonction du nombre de groupes.
Les courbes de survie ont été calculées en mois en utilisant la méthode de Kaplan-Meier. Le
test du log-Rank a été utilisé pour comparer la survie des patients. Pour les lignées cellulaires,
les taux d’expression HSP110AE9 / HSP110 ont été comparés 2 a 2 a ’aide de 1’ajustement
de Bonferroni. Les valeurs de p <0,05 ont été considérées comme significatives.
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4 Reésultats

4.1 Lignées cellulaires
4.1.1 Statut MSI des lignées cellulaires

Le phénotype MSI des 5 lignées cellulaires a été vérifié a 1’aide du panel de 5 marqueurs
mono-nucléotidiques suivant les dernieres recommandations en vigueur, de la méme maniere
que tous les patients de 1’étude. Un marqueur est considéré comme stable lorsque les profils
du témoin et du patient sont superposable, aux marqueurs PentaC et PentaD pres. Quand un
marqueur est instable on observe un dédoublement de la population de pics du microsatellite.
Par cette technique on retrouve que les cellules HT29 et SW480 ne présente d’instabilité sur
aucun des marqueurs et sont donc MSS, tandis que 1’on retrouve une instabilité des 5
marqueurs pour les cellules HCT116 (Figure 3), LS174T et SW48. On considere donc que
ces trois lignées sont MSI-H, alors que dans la littérature les cellules LS174T sont considérées
comme MSI-L.
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Figure 3 : Profils d'analyse de fragments obtenus avec le kit "MSI Analysis" (Promega®) des lignées
cellulaires HT29 et HCT116. Pour les cellules HT29 (MSS) on observe un alignement des 5
marqueurs mononucléotidiques avec le contréle MSS. Pour les cellules HCT116 (MSI) il existe un
décalage de taille ou un dédoublement des 5 marqueurs par rapport au témoin.
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412 T17 d’HSP110

La longueur de la répétition mono-nucléotidique T au sein de I’intron 8 d’HSP110 (T17) a été
déterminée par séquencage et analyse de fragment pour les cing lignées cellulaires issues de
cancers colorectaux. Ces lignées cellulaires ont ensuite été clonées et séquencées de maniére a
obtenir des contrdles de taille lors de I’étude des patients. Pour les deux lignées cellulaires
MSS étudiées on retrouve une répétition de 17T (Figure 4B) en amont de 1’exon 9. Les trois
lignées cellulaires déficitaires dans le systeme du MMR présentent une délétion au niveau du
microsatellite T17 de 3 a 6 pb (Figure 4A).

Tai”e du microsate”ite Tl? (pb) 1970 1988 zOZS 20§z 2078 zI06 2133 zléD 2187 2214 224l 2268

(TITirITi

SW480 17 SIREREREREEREE IR RN IR NN
57199 16l 163 165 167 lgs 171 173 173 177 179 18l 183 185

HT29 17

SW48 12/14
HCT116 14 \M\/\
LS174T 11 . LY

Figure 4 : Taille du microsatellite T17 dans 5 lignées de cancer colorectal. A. Tableau récapitulatif du
nombre de répétitions de T au niveau du microsatellite T17 en fonction de la lignée cellulaire. B.
Séquencage par la méthode de Sanger du microsatelliteT17 dans la lignée SW480 (reverse), ou 1’on
retrouve une répétition de 17 nucléotides identiques.

4.1.3 Expressiond’ HSP110AE9

La RT-PCR et l’analyse de fragments nous ont permis d’évaluer le taux d’expression
HSP110AE9 / HSP110wt pour trois types cellulaires : les cellules HT29 qui ne présentent pas
de délétion, les cellules HCT116 qui présentent une délétion de taille intermédiaire, et les
cellules LS174T qui présentent la plus grande délétion au niveau du microsatellite T17 de
I’intron 8. Pour les HCT116 et les LS174T on retrouve 1’expression de I’ARN HSP110AE9
mais aussi, malgré la présence d’une délétion homozygote dans ces lignées, celui
d’HSP110wt. Nous n’avons pas mis évidence d’ARN d’HSP110AE9 pour les cellules HT29.
On constate qu’il existe une différence significative d’expression de la protéine tronquée par
rapport a la protéine sauvage dans les trois lignées cellulaires (Figure 5A). Les cellules
LS174T expriment majoritairement le variant tronqué d’HSP110, tandis que les cellules
HCT116 ne ’expriment qu’en faible proportion. Cependant ces résultats ne nous permettent
pas de mettre en évidence une corrélation entre taille de la délétion et le taux d’HSP110AE9 /
HSP110.

Les Westerns blots réalisés a partir des extraits protéiques des lignées HT29, HCT116 et

LS174T permettent de confirmer les résultats obtenus par RT-PCR et analyse de fragment
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(Figure 5B). Pour chacune des lignées cellulaires on retrouve la présence d’une bande aux
alentours de 100 kDa correspondant a la protéine sauvage, méme si pour les cellules LS174T
celle-ci est trés faiblement exprimée. On retrouve la présence de la protéine tronquée (entre 50
et 70 kDa) uniquement pour les deux lignées cellulaires présentant une délétion au niveau du
microsatellite T17. Ainsi les cellules LS174T, comme précédemment mis en évidence,
expriment préférentiellement HSP110AE9 par rapport au variant sauvage. Pour les cellules
HCT116 le variant sauvage est retrouvé de maniere plus importante que la protéine

HSP110AE9. Celle-ci n’est pas mise en évidence pour les cellules HT29.
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Figure5:

A. Ratio HSP110AE9 / HSP110wt estimé par RT-

PCR et analyse de fragment pour deux lignées
162.4 cellulaires MSI (LS174T et HCT116) et pour une
lignée cellulaire MSS (HT29).

100,0 |

p<0,01 B. Western Blot réalis¢ a partir de 70 pg d’extraits
1 protéiques d’HCT116 et LS174T. On observe les
; 0,0 bandes a 110 kDa et 50 kDa caractéristiques des
. 1 protéines HSP110 et HSP110AE9
LS174T HCT1l1le HT29

HSP110AE9/HSP110wt moyen
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4.2 Etude du polymorphisme du T17 d’HSP110 dans le tissu sain.

Le nombre de répétitions de T du microsatellite T17 d’HSP110 a été déterminé au niveau de
200 échantillons de tissus sains (leucocytes ou tissu colique). Les données obtenues montrent
que ce microsatellite est peu polymorphigue, avec une variabilité d’une paire de base entre les
différents échantillons. Par contre, contrairement aux données de I’article de Dorard et al,®®
une répétition de 17T n’est retrouvée que chez 56 patients (28%). Pour les 144 autres patients

on observe une répétition de 16T.
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4.3 Etude d’HSP110 dans une population 86 patients traités par FOLFIRI-
CETUX pour un CCR métastatique.

4.3.1 Statut MSI des tumeurs.
Le statut MSI de la tumeur a pu étre déterminé pour 78 patients, la mauvaise qualité des ADN
des huit autres patients ne permettant pas I’amplification de plusieurs des 5 marqueurs
microsatellites. Un phénotype MSS est retrouvé pour 72 tumeurs. Six patients (8,3%)
présentent un phénotype MSI avec une instabilité retrouvée a la fois sur BAT25, BAT26,
NR21, NR25 et MONOZ27. L’analyse immunohistochimique n’a pu étre réalisée que pour un

patient et met en évidence une perte d’expression de la protéine MLHI1.

4.3.2 Comparaison des tumeurs MSI et MSS

4.3.2.1 Caractéristiques des deux populations.

Nous avons comparé les caractéristiques des patients présentant CCR MSI a ceux présentant
un CCR MSS (Tableau 10). Il n’existe pas entre les deux groupes de différence de répartition
en ce qui concerne le sexe des patients, par contre on constate que 1’age au diagnostic est plus
élevé chez les patients présentant une tumeur MSI que ceux presentant une tumeur MSS,
respectivement 72,5 et 62,2 ans. Dans un tiers des cas, les tumeurs MSS sont localisées au
niveau du rectum, le reste correspondant a des tumeurs coliques. Pour les tumeurs MSI, plus
de 80% sont situees au niveau colique. En ce qui concerne les métastases, on n’observe pas de
différence de nombre de site ou de date de diagnostic entre les deux groupes. Par contre, les
études de biologie moléculaire mettent en avant une différence de prévalence de la mutation
BRAF V600E entre les deux groupes, avec 50% de tumeurs mutées chez les MSI, contre
seulement 8,6% chez les MSS.

MSS (N =72) MSI (N = 6) p Value

Sexe 0,30
Homme 49 5
Femme 23 1
Age moyen (min ; max) 62,2 (34 ; 81) 72,5 (63 ; 80) < 0,05
Localisation de la tumeur primitive (%) 0,20
Colon 45 (62,5) 5(83,3)
Rectum 25 (34,7) 1(17,7)
Colon + rectum 2 (2,8) 0
Statut BRAF (n, %) <0,05
Sauvage 64 (91,4) 3 (50)
Mutation V600E 6 (8,6) 3 (50)

Tableau 10 : Tableau comparatif des caractéristiques épidémiologiques, cliniques et biologiques des
patients présentant une tumeur MSI ou MSS.
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4.3.2.2 Etude du microsatellite T17 d’HSP110 et ’HSP110AE9 /
HSP110.

La taille du T17 de ’intron 8 d’HSP110 a été évaluée a la fois sur ’ADN constitutionnel et
I’ADN tumoral pour 85 patients atteints d’un cancer colorectal métastatique. Au niveau
constitutionnel on retrouve une répétition de 16T chez 57 patients, et de 17T chez 28 patients.
Les patients avec une tumeur MSS présentent le méme nombre de répétitions de T au niveau
constitutionnel et tumoral. Pour les 6 patients atteints d’un CCR MSI, 3 présentent 16
répétitions de T au niveau constitutionnel, et les 3 autres 17T. Pour I’ensemble de ces 6
patients, on observe systématiquement une délétion du T17 au niveau de la tumeur (Figure 6),
de 1 a7 pb (Tableau 11).
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Figure 6 : Profil d’analyse de fragments de la PCR HSP110 au niveau du tissu sain (A) et du
tissu tumoral (B) pour le patient MAJ. On retrouve 17 répétitions de T au niveau du tissu sain,
mais seulement 12 au niveau de la tumeur chez ce patient présentant un .déficit du MMR au
niveau tumoral.

L’expression de I’ARN d’HSP110AE9 par rapport a HSP110 a été évaluée pour 4 des patients
présentant une tumeur de phénotype MSI, le matériel tumoral n’étant pas disponible en
quantité suffisante pour les deux autres patients. Nous avons également étudié 1’expression
des deux variants chez des patients avec une tumeur de phénotype MSS et possédant 16 ou 17
répétitions de T au niveau du microsatellite de I’intron 8 d’HSP110. Une correction du ratio a
été effectuée en fonction du pourcentage de cellules tumorales présentent au niveau de la
coupe anatomopathologique. Comme pour les HT29, on ne détecte pas la présence d’ARN
d’HSP110AE9 chez les patients présentant une tumeur de phénotype MSS, quel que soit la
taille du microsatellite T17. Celle-ci est par contre retrouvée chez les 4 patients dont la tumeur

est MSI (Tableau 11). Il semblerait que ’expression d’HSP110AE9 ne soit pas liée a la taille
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du T17 en elle-méme, mais uniquement a la présence d’une délétion entre tissu sain et tumeur.
Pour le patient FRN, qui présente 17T au niveau constitutionnel et 16T au niveau de sa
tumeur, on retrouve 1’expression HSP110AE9. Par contre, chez les patients RED et BAJ on ne
retrouve pas I’expression de la protéine tronquée, malgré une répétition de 16T. Seul un des 4
patients MSI présente un taux HSP110AE9 / HSP110 supérieur a 75%. L’étude d’une
éventuelle corrélation entre le taux HSP110AE9 / HSP110 et taille de la délétion du T17 n’a
pu étre réalisée compte tenu du faible effectif de patients testés.

Patient  Statut Taille du T17 Taille de la délétion (pb) HSPI1104E9/HSPI110 (%)

MSI  Tissu sain  Tumeur

FRN MSI 17 16 1 26
PLH MSI 16 12 4 Non réalisé
GUJ MSI 16 12 4 Non réalisé
MAJ MSI 17 12 5 116
MOJ MSI 16 11 5) 33
PAG MSI 17 10 7 21
RED MSS 16 16 0 0

BAJ MSS 16 16 0 0

LUF MSS 17 17 0 0
PAA MSS 17 17 0 0
GUP MSS 17 17 0 0

RID MSS 17 17 0 0

Tableau 11 : Tableau récapitulant pour chaque patient le statut MSI, le nombre de répétitions du
microsatellite T17 de I’intron 8 d’HSP110 dans le tissu sain et tumoral, ainsi que du taux d’expression
HSP110AE9 / HSP110.

4.3.2.3 Etude de la réponse et de la survie a la chimiothérapie par
FOLFIRICETUX.

L’ensemble des 86 patients a regu, en premiere ou deuxieme ligne de chimiothérapie
métastatique, I’association de 5-FU, Irinotécan et cétuximab. Les modalités d’administration
sont détaillées par la suite. En ce qui concerne le cétuximab, aucun des patients ne présentait
de mutation des codons 12,13 et 61 du géne KRAS. Le cétuximab est administré une fois tous
les 15 jours en perfusions de 1 a 2 heures. Les posologies de cet anticorps monoclonal dirigé

contre le récepteur a 'EGF ont été ajustées uniquement selon la surface corporelle des
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patients (400 mg/m? en dose de charge et 250 mg/m? pour les doses suivantes). Les posologies
de 5-FU et d’irinotécan ont été ajustées en fonction de la surface corporelle des patients, mais
aussi de I’étude de marqueurs prédictifs de toxicité : Ratio UH,/U et polymorphisme de la
DPD pour le 5-FU, statut du promoteur de 'UGT1A1 pour I’irinotécan (Tableau 12). Le 5-
FU est administré en perfusion continue de 46 h (J1 et J2) et I’irinotécan en perfusion de 90
min & J1. Le traitement a été renouvelé tous les 15 jours en I’absence de progression de la

tumeur ou de toxicité inacceptable.

MSS (N =72) MSI (N = 6) p Value
Ratio UH2/U (min, max) 11,0+ 3,8 15,1+ 4,2 <0.05
(4,9;20,2) (6,6 ; 17,8) ’
Dihydropyrimidine déshydrogénase 0,66
Presence d’une mutation 1
Absence de mutation 70
Mutations non recherchée 1
Statut du promoteur de PUGT1Al < 0,05
6/6 38
6/7 ou 7/7 33
Nombre de cyt?les avec trithérapie 57 (0:18) 41(0:9) 0.41
pleine dose (min, max)
5-FU mg/cure/m2 (min, max) 2862 2882,3 0.69
(1476,1 ; 5363,3)  (2275,7 ; 3338,1) ’
Irinotécan mg/cure/m? (min, max) 188,1 141,8
<0,05
(83,3 ; 454,8) (111,9; 174)
Ceétuximab mg/cure/m2 (min, max) 446,9 4414 0.53
(177,6 ; 581,4) (283 ; 503,7) ’

Tableau 12 : Comparaison des marqueurs prédictifs de toxicité et des posologies des différentes
molécules de chimiothérapie entre les patients présentant une tumeur MSI et ceux présentant une
tumeur MSS.

La réponse a été évaluée a trois mois chez les 78 patients, et a 6 mois chez les 60 patients
ayant recu plus de 6 cycles de chimiothérapie (Tableau 13). Les patients présentant une
réponse compléte, une réponse partielle ou une maladie stable selon les critéres RECIST,*
sont considérés comme ayant une maladie controlée. La réponse n’est pas évaluable quand la
chimiothérapie a été interrompue pour une autre cause que la progression de la maladie
(toxicité, convenance personnelle, décés non imputable a la progression de la maladie).

L’analyse statistique des réponses ne permet pas de mettre en évidence une différence
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significative entre les deux groupes quel que soit le nombre de cures administrées
(p=0,10a6 cures, p=10,14 a 12 cures). Au sein du groupe de patients MSI, nous n’avons pas

pu évaluer I’impact du ratio HSP110AE9 / HSP110 sur la réponse a la chimiothérapie a cause

du faible effectif.

A Patients MSS (n = 72) Patients MSI (n = 6)
Maladie controlée (%) 54 (75) 4 (67,7)
Progression (%) 10 (13,9) 2 (33,3)

Non évaluable (%) 8 (11,1) 0

B. Patients MSS (n = 54) Patients MSI (n = 6)
Maladie contrélée (%) 14 (25,9) 1(17,7)
Progression (%) 26 (48,2) 2 (33,3)

Non évaluable (%) 14 (25,9) 3 (50)

Tableau 13 : A. Réponse des patients a la chimiothérapie par FOLFIRI-cétuximab en fonction du
statut MSI ou MSS de la tumeur a 3 mois. B. Réponse des patients a la chimiothérapie par FOLFIRI-
cétuximab en fonction du statut MSI ou MSS de la tumeur a 6 mois. La réponse est considérée comme
non-évaluable chez les patients n’ayant pas bénéficié des 6 ou 12 cures, quelle que soit la cause de
larrét.

Les données de survie globale et de survie sans progression ont été etudiées entre les
populations MSI et MSS (figure 6). Compte tenu du faible nombre de patients présentant une
tumeur de phénotype MSI, et donc présentant une délétion au niveau du microsatellite T17 de
I’intron 8, nous n’avons pas pu évaluer I'impact de la taille de la délétion ou du ratio
HSP110AE9 / HSP110 sur ces deux parametres. La médiane de survie globale dans la
population totale était de 20,5 mois. Pour les patients avec une tumeur de phénotype MSS la
médiane de survie est de 24,37 mois, tandis que pour les patients avec une tumeur de
phénotype MSI elle est de 8,56. Malgré cette différence apparente, le test de Log Rank
(p = 0,2264) ne permet pas de mettre en évidence de différence significative entre les deux
groupes, probablement a cause du faible effectif du second groupe. En ce qui concerne la
survie sans progression, la médiane est de 9,2 mois pour la population totale de 1’étude, de

9,86 mois pour les patients ne présentant pas de déficit du MMR au niveau de leur tumeur,
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tandis qu’elle est de 6,6 mois pour les patients qui en présentent une. Le test de Log Rank

(p = 0,3783) ne permet pas de mettre en évidence de différence significative entre les deux

groupes.
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Figure 7 : Survie globale [A] et de survie sans progression [B] des patients en fonction du statut
microsatellite de leur tumeur.

4.4 Etude d’HSP110 et HSP110AE9 chez 120 patients présentant une tumeur
MSI.

4.4.1 Instabilité microsatellite des tumeurs

Le statut MSI des tumeurs a été déterminé pour les 120 patients par PCR multiplex et analyse
de fragment. (Tableau 14). Quatre tumeurs présentent un phénotype MSI-L, avec trois tumeurs
ne présentant d’instabilité que sur un marqueur et une tumeur instable pour deux

microsatellites. On observe un phénotype MSI-H pour les autres tumeurs, avec 82,6% des

50



échantillons qui présentent une instabilité sur les 5 marqueurs. Pour confirmer les résultats de
biologie moléculaire et orienter sur lorigine du déficit du MMR, [I’analyse
immunohistochimique de ’expression des protéines du MMR a pu étre réalisée pour 94
tumeurs (Tableau 14). Les résultats ont été interprétés en suivant les données du Tableau 5.
Dans 70% des cas on observe une perte d’expression de la protéine MLH1. La perte
d’expression de MSH2 ou MSH6 est beaucoup moins fréquente, respectivement dans 13% et
10% des cas. La recherche de I’expression de PMS2 correspond a une recherche de deuxieme
intention, et n’a pas été réalisée pour tous les échantillons. Une perte d’expression isolée de
PMS2 a été retrouvée pour 5 tumeurs. On notera que de maniere inhabituelle on retrouve la
perte conjointe des protéines MLH1 et MSH2 pour une tumeur. La recherche de la mutation
V600E de BRAF, qui constitue un marqueur d’exclusion du diagnostic de syndrome de
Lynch, a été réalisée pour toutes les tumeurs. On retrouve cette mutation pour 48 tumeurs.
Des analyses complémentaires de génétique ont été réalisées pour 21 d’entre elles par des
laboratoires spécialisés pour préciser le caractére héeréditaire ou sporadique du deficit du
MMR. Une hyperméthylation du promoteur de MLH1 est retrouvée pour 4 tumeurs et la
mutation d’un géene du MMR pour 17 échantillons. Au total, en colligeant toutes ces données
on observe que 49 tumeurs présentent un phénotype microsatellite instable de type
sporadique, et 17 d’origine héréditaire. Des analyses complémentaires devraient étre réalisées

pour les 54 tumeurs restantes.

Perte d'expression des protéines du MMR. Total
MLH1 | MSH2 | MSH6 | PMS2 Non déterminé
1 Marqueur instable 2 1 3
2 Marqueurs instables 1 1
3 Marqueurs instables 1 1 2
4 Marqueurs instables 6 2 1 2 11
5 Marqueurs instables | 57 10 9 4 23 103
Total 66 14 10 5 26

Tableau 14 : Résultats croisés de lI'immunohistochimie des protéines du MMR et du nombre de
marqueurs microsatellites instables.
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4.4.2 Taille du microsatellite T17 d’HSP110 dans le tissu sain et la

tumeur.

La taille du microsatellite T17 a été déterminée par PCR et analyse de fragment. Au niveau du
tissu sain, on retrouve des résultats similaires a ceux obtenus dans la population de CCR
métastatiques : 16 répétitions de T dans 75% des cas et 17 dans les 25% restant. Pour 114
patients, la taille du T17 d’HSP110 a été comparée entre le tissu sain et la tumeur.
Contrairement aux données de la littérature et aux précédents résultats, nous n’avons pas
retrouvé de délétion de ce microsatellite pour toutes les tumeurs. MSI. En effet, pour 4
patients, le nombre de T est le méme dans le 2 types de tissus. Pour les autres patients, on
retrouve une délétion de 1 & 8 paires de bases entre le tissu sain et tumoral (Figure 8).

Proportion de patients

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Taille de la délétion du T17 entre le tissu sain et la tumeur

Figure 8 : Répartition des patients en fonction de la taille de la délétion du T17 dans la tumeur.

Nous avons étudi¢ I’influence du plusieurs facteurs sur la taille de la délétion du T17 dans la
tumeur. On observe une différence de répartition des tailles de délétion du microsatellite T17
en fonction de la protéine du MMR déficitaire (Figure 9). La taille moyenne de la délétion
n’est pas significativement différente entre les tumeurs présentant un déficit en MLH1, MSH2
et PMS2, respectivement 4 pb ; 3,92 pb et 4,50 pb. Par contre pour les patients présentant une
tumeur MSI li€e a I’absence d’expression de MSH6, la taille moyenne de la délétion est 2,63
pb-ce qui est significativement différent des trois autres groupes (p < 0,05). L’influence de
BRAF a été également étudiée, mais il n’existe pas de différence significative entre le groupe
BRAF sauvage (déelétion moyenne = 3,83 pb) et le groupe BRAF V600E (délétion moyenne =
3,85 pb). Nous n’observons pas non plus de différence en fonction du stade tumoral au

diagnostic (p = 0,31) ou du nombre de marqueurs microsatellites instables.
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Figure 9 : Répartition des tailles des délétions du T17 d'HSP110 en fonction du type de déficit en
protéine du MMR. A. Tumeurs déficitaires en MLH1. B. Tumeurs déficitaires en MSH2. C. Tumeurs
déficitaires en MSH6. D. Tumeurs déficitaires en PMS2.
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4.4.3 Expression dHSP110AE9 / HSP110

Le taux d’expression d’HSP110AE9 / HSP110 a pu étre évalué pour 54 tumeurs (Annexe 3).
Pour les tumeurs ne présentant pas de délétion au niveau du microsatellite T17 on ne retrouve
pas I’expression du variant tronqué. Par contre, on retrouve I’expression d’HSP110AE9 et
d’HSP110 dans toutes les tumeurs présentant une délétion. Les taux d’HSP110AE9 / HSP110
observés sont compris entre 2,5 et 112% (Figure 10). On constate qu’il existe une corrélation
entre la taille de la délétion et le taux d’HSP110AE9 / HSP110 (corrélation de Pearson,
p < 0,01). Nous n’avons par contre pas pu évaluer I’influence du type de déficit du MMR, car
la majorité des tumeurs testées présentaient un déficit de la protéine MLH1 (N = 44) et les
autres groupes n’étaient pas (PMS2) ou peu représentés (N = 8 pour MSH2, N = 2 pour
MSHS6).
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Figure 10 : Influence de la taille de la délétion du T17 sur I’expression du taux d’HSP110AE9 /
HSP110.

4.4.4 Influence d HSP110AE9 / HSP110 sur la survie

Les 120 patients MSI étudiés ont bénéficié de prises en charge différentes, notamment en ce
qui concerne la chimiothérapie, car les patients ont été recrutés sur une période longue (1993

a 2012) et présentaient des maladies de stade variable au diagnostic. L’influence du taux
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d’HSP110AE9 / HSP110 sur la réponse a la chimiothérapie a base de 5-FU n’a pas donc pu
étre évaluée. Nous avons précédemment montré que le taux d’HSP110AE9 / HSP110 était
corrélé a la taille de la délétion du microsatellite T17, ainsi nous avons étudié I’influence de
celle-ci sur la survie globale. Nous avons considéré deux groupes, 1’'un avec les tumeurs
présentant une délétion du T17 inférieure ou égale a la médiane, c’est-a-dire 4 pb, et I’autre
avec une délétion supérieure 4 pb (Figure 11). Les groupes sont homogeénes en ce qui concerne
le stade au diagnostic. Malgré une différence apparente au niveau du graphique, le test de Log
Rank (p = 0,07) ne permet pas de mettre en évidence de différence significative en ce qui
concerne la survie globale entre les deux groupes, probablement & cause du faible nombre
d’éveénements (3 déces dans chaque groupes).

1,07

0.61 Delétion du T17 < 4 pb
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Survie cumulee

T T T T T T
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Figure 11 : Courbes de survie globale des patients en fonction la taille de la délétion du T17 dans la
tumeur. La courbe bleue correspond aux patients présentant dans leur tumeur une délétion du T17
inférieure ou égale a 4 paires de bases. La courbe verte correspond aux patients présentant dans leur
tumeur une délétion du T17 supérieure a 4 paires de bases. Les croix correspondent aux événements
censurés. On n’observe pas de différence significative de survie entre les deux groupes (p = 0,07).
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5 Discussion
5.1 Structure et fonction du microsatellite T17 d’HSP110.

Les microsatellites sont des zones particulierement sensibles aux insertions/délétions au cours
de la réplication de I’ADN, principalement a cause d’un phénoméne de «glissement » de
I’ADN polymérase sur ces structures répétitives.®® On considére que le taux de mutation de
ces séquences est de 10 & 10 par génération contre 10® & 10 pour un nucléotide seul.®’
Ainsi, de maniére générale, les séquences des microsatellites sont polymorphiques entre les
individus. Cependant, la variabilité de la séquence d’un microsatellite dépend de la nature, du
nombre de répétitions du motif, de sa localisation dans le génome et de sa fonction. Dans leur
étude Payseur et al, montrent que les motifs les plus variables sont les microsatellites tétra-
nucléotidiques, et que la variabilité est d’autant plus importante que le nombre de répétitions
est élevé.®® Les microsatellites présents dans les séquences codantes sont généralement bien
conservés.® La variabilité des microsatellites présents dans les séquences non-codantes est
significativement plus importante, avec par fréquence croissante de variation: les
microsatellites des régions 5> et 3> UTR, ceux des introns et ceux des régions intergéniques.*
Cependant, certains microsatellites introniques ou intergéniques jouent un rdle dans la
régulation de I’expression des génes, I’épissage ou la localisation cellulaire et sont peu
polymorphiques. Hugo et al. ont par exemple montré que la taille du microsatellite polyT de
I’intron 1 du géne MYB, intervenant dans la régulation de I’expression du géne, ne variait pas
de plus d’une base entre les individus.’® Le microsatellite T17 d’HSP110 est décrit comme
une répetition de 17 thymidines située dans I’intron 8 d’HSP110, a proximité d’un site
d’épissage.®* Dans notre population, nous observons un faible polymorphisme du
microsatellite T17 au niveau constitutionnel avec une répétition de 16T pour trois quart des
patients et une répétition de 17T pour le quart restant. Cette faible variabilité du microsatellite
suggere son importance fonctionnelle. Compte-tenu des données de 1’étude de Dorard et al,
on suppose que ce microsatellite intervient dans I’épissage.®® Quatre éléments, dont les
séquences sont relativement conservees chez I’homme, sont nécessaires au bon déroulement
de l’épissage91 > un site donneur en 5° (GURAGU), un site accepteur en 3’ (YAG), un site de
branchement® (YUNAY) a proximité du site d’épissage en 3’ et une séquence
polypyrimidique entre les sites de branchement et d’épissage en 3°. L’étude des séquences
adjacentes au microsatellite T17 (Chromosome 13: 31,722,618 - 31,724,090) permet de
confirmer cette hypothese. En effet, en 5’ et 3’ du microsatellite T17 on retrouve les

séquences « ATGAT » et « AAG » qui correspondent respectivement au site de branchement
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du complexe protéique d’épissage et au site d’épissage en 3°. Le microsatellite T17
correspond donc probablement au « polypyrimidine tract » une séquence essentielle de I’ARN
pré-messager qui participe au bon assemblage des différentes protéines du splicéosome et la

reconnaissance du site d’épissage en 3’.

5.2 Déficit du MMR et conséquences sur le microsatellite T17 d’HSP110

L’inactivation du systéme MMR conduit & une instabilité du génome®’ et a I’accumulation de
nombreuses mutations, notamment au niveau des microsatellites, favorisant la transformation
cellulaire et le développement de cancers chez I"homme.?” ** Dans I’ensemble des cancers
colorectaux, 15% des tumeurs présentent un phénotype MSI. Cependant, les tumeurs MSI
sont en général moins invasives et ce phénotype est peu fréqguemment retrouvé chez les
patients atteints d’une maladie métastatique.®® Dans notre population de patients traité pour un
CCRm, un phénotype MSI, avec une instabilité des 5 marqueurs mononucléotidiques, a été
retrouvé chez 6 patients (7,7%) ce qui concorde avec les données de la littérature (> test ; p =
0,23).% Les caractéristiques des patients ont été comparées en fonction du statut MSI de leur
tumeur. On constate que les patients avec une tumeur MSI sont en moyenne plus agés (72,5
ans) que ceux avec une tumeur MSS (62,2 ans). Chez les patients atteints d’un syndrome de
Lynch, I’age médian au diagnostic est de 42 ans.** Tandis que chez les patients présentant une
tumeur MSI sporadique, I’dge d’apparition est supérieur a 70 ans. Dans notre étude, I’dge des
patients avec une tumeur de phénotype MSI est donc plus en faveur d’une origine sporadique
du déficit du MMR que d’une origine germinale. On note également une différence de
prévalence de la mutation V60OE du géne BRAF en fonction de la nature MSI (50%) ou MSS
(8,7%) de la tumeur. L’équipe de Mano, retrouve dans une étude des résultats similaires avec
la mutation de BRAF retrouvée chez 43% des patients avec une tumeur MSI et uniquement
chez 4% des patients présentant une tumeur MSS.* Par ailleurs, cette mutation constitue un
facteur d’exclusion du diagnostic de syndrome de Lynch au niveau des arbres décisionnels.*
On peut donc affirmer qu’au moins trois des patients MSI de notre étude ne présentent pas de
syndrome de Lynch, mais une tumeur MSI d’origine sporadique. Pour les trois autres patients
des investigations complémentaires (analyse immuno-histochimique et génétique, enquéte
familiale) seraient nécessaires pour déterminer 1’origine de cette instabilité. Le phénotype
MSI est retrouvé chez 11,3% des cancers coliques et chez 4% des cancers rectaux. Malgré
cette différence apparente, les tests statistiques ne permettent pas de mettre en évidence de
différence significative entre les deux groupes, probablement a cause du faible nombre de

patients présentant une tumeur MSI. En effet, dans leur étude Hong et al. obtiennent des
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proportions similaires, mais montrent que le phénotype MSI-H est significativement moins
fréquent dans les tumeurs rectales (4,5%) que dans les tumeurs coliques (13%).* En termes
de grade histologique, de classification TNM de la tumeur primitive (données non
présentées), de nombre et de la nature synchrone ou asynchrone des métastases, on n’observe

pas de différence entre les deux groupes.

Dans la deuxieme partie de notre étude nous avons étudié une population de 120 patients
présentant une tumeur de phénotype MSI : un patient présentant un phénotype MSI-L et 119
patients présentant un phénotype MSI-H. L’analyse immunohistochimique a pu étre réalisée
chez 94 patients et met en évidence dans la majorité des cas un déficit des protéines MLH1
(n=66) ou MSH2 (n = 14). Les déficits en MLH1 sont les plus fréquents, que ce soit dans les
syndromes de Lynch (50%) a cause d’une mutation ponctuelle/duplication/délétion ou dans
les tumeurs MSI sporadiques par inactivation épigenétique du géne MLH1 (> 90%). Les
déficits en MSH2 sont moins fréquents et sont principalement retrouves chez des patients
présentant un cancer MSI héréditaire.?” Dans les cancers colorectaux, les syndromes de Lynch
représentent un tiers des tumeurs MSI, les deux tiers restants ayant une origine sporadique.
Comme dans la précédente population, on retrouve une forte prévalence de la mutation
V600E du géne BRAF qui a été retrouvée chez 48 patients (40%) et permet d’exclure chez ces
patients un syndrome de Lynch. Chez un de ces patients, une hyperméthylation du promoteur
de MLH1 a également été mis en évidence confirmant 1’origine sporadique du déficit en
MMR. On retrouve cette inactivation épigénétique de MLH1 chez trois autres patients
présentant une tumeur BRAF sauvage. L’ensemble de ces données permet d’exclure un
syndrome de Lynch pour ces 51 patients. Pour 14 tumeurs, une anomalie génétique délétére a
été mise en évidence sur un géne du MMR. Les tumeurs héréditaires sont liées a des
mutations germinales au niveau d’un géne du MMR, principalement au niveau de MLHL1 et
MSH2 et plus rarement au niveau de MSH6 ou PMS2.%” Dans notre étude nous retrouvons
essentiellement des anomalies au niveau des génes MLH1 (n = 6) et MSH2 (n = 7), et une
mutation ponctuelle du géene MSH6, ce qui concorde avec les données de la littérature. Au
total, I’origine du déficit du systéme MMR a pu étre déterminée chez 65 patients avec, comme

dans la littérature, une majorité de tumeurs présentant un déficit d’origine sporadique (75%).

Malgré une origine différente du déficit du MMR entre les cancers MSI sporadiques et
heréditaires, les genes cibles de I’instabilité génétique semblent étre les mémes. Dans un
premier temps, les insertions/délétions au niveau de séquences microsatellites ont été

recherchées dans les exons de genes intervenant dans les phénomenes de réparation de
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I’ADN, de la signalisation cellulaire, de 1’apoptose, de la transduction du signal et la
régulation de la transcription, et intervenant possiblement dans ’oncogenese, tels que TGFp-
RIl et BAX." Plus récemment, des études ont montré, que des anomalies au niveau de
séquences répétées introniques pouvaient également altérer I’expression de certaines protéines
et participer 4 I’oncogenése.’® *° Dans un certain nombre de cas, ¢’est ’analyse in-silico du
génome qui a permis de prédire les genes cibles de I’instabilité microsatellite. C’est grace a ce
type d’approche que Dorard et al, ont mis en évidence la présence d’une délétion du
microsatellite T17 de I’intron 8 d’HSP110 dans 43 tumeurs colorectales MSI de stade 11 et
111.%% Dans notre étude, le microsatellite T17 d’HSP110 a été étudié chez 206 patients atteint
d’un cancer colorectal de stade | a IV, en comparant le nombre de répétitions entre le tissu
sain et la tumeur. Comme dans 1’étude princeps, nous retrouvons le méme nombre de
répétitions de T entre le tissu sain et la tumeur chez les patients présentant une tumeur MSS :
49 patients avec 16 répétitions de T et 23 avec 17 répetitions de T. Une variation de la taille
du T17 d’HSP110 est retrouvée chez 96,7% des patients porteurs d’une tumeur MSI. Dans
tous les cas on observe une délétion, de 1 a 8 pb, mais aucune insertion. En théorie, un déficit
du MMR prédispose les cellules a une augmentation des insertions ou délétions au niveau des
séquences microsatellites. Cependant, on retrouve dans les études peu de cas d’insertions
comparativement aux délétions. L’étude du géne SMAPI dans des lignées cellulaires de
cancers colorectaux MSI, a retrouvé seulement 3 lignées avec une insertion d’une paire de
bases contre 25 lignées présentant une délétion de 1 & 2 pb.” L’analyse de MSH6 chez des
patients présentant un déficit de MLH1 montre des résultats similaires, avec pour 12
anomalies du microsatellite C(8) de 1’exon 5 : 16,7% d’insertions et 83,3% de délétions.*
Dans leur travail Lu et al montrent que, de maniére générale, un déficit du MMR est plut6t a
Iorigine de courtes délétions que d’insertions.'® lls montrent également que le type de motif
influe sur la nature de I’anomalie génétique. Il semblerait que les microsatellites mono-
nucléotidiques soient plus prompts a étre délétés, alors que 1’on retrouve plus d’insertions
dans des motifs plus complexes. Par exemple, dans 40 microsatellites mono-nucléotidiques ils
retrouvent 35 délétions pour 5 insertions, alors que pour des microsatellites ayant un motif bi-
nucléotidique le rapport insertion/délétion est proche de 50/50.'° En 2002, Bayer et al ont
étudié sur des modeles cellulaires les répétitions G(17) et A(17). lls montrent que le type de
nucléotide a également de I’importance avec uniquement des délétions pour les bases
Pyrimidiques dans les cellules MSI, alors qu’on observe a la fois des insertions et des
délétions pour les bases puriques.'® Une revue de la littérature souligne également I’influence

du type de protéine du MMR déficitaire, avec plus de délétions que d’insertions dans les
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tumeurs présentant un déficit de MLH1 ou MSH2, et des proportions similaires des deux
anomalies lors de déficits en MSH6.%* Toutes ces données permettent en partie d’expliquer
I’absence d’insertion retrouvées dans le T17 d’HSP110 dans notre population de tumeurs
MSI. Par contre, nous n’observons pas d’altération du microsatellite T17 chez 4 patients, qui
présentent 16T a la fois dans leur tissu sain et dans leur tumeur. Ces données sont
contradictoires avec les résultats des autres études pour lesquelles la délétion du T17

d’HSP110 est une constante dans les tumeurs colorectales MSI. 5 102

En 1998, lors de la conférence de consensus de Bethesda, cing critéres ont été proposés de
maniére a distinguer les mutations susceptibles d’intervenir dans la carcinogénese de celles
reflétant I’instabilité globale qui caractérise les tumeurs MSI : (1) forte fréquence de mutation,
(2) inactivation bi-allélique, (3) réle dans une voie de signalisation, (4) géne impliqué dans
l'oncogenése chez les MSS, (5) études in vivo ou in vitro.* Cependant, certains de ces critéres
sont controversés, et de nombreux auteurs considérent que le paramétre le plus simple
permettant de suspecter I’importance d’une mutation dans la carcinogénese est la fréquence
de la mutation.’® *** On considére ainsi que les génes mutés & haute fréquence jouent un role
dans I’initiation et/ou la progression tumorale, tandis que les génes presentant une faible
fréquence de mutation sont considérés quelconques. L’équipe de Hamelin définit le seuil de
significativité d’une mutation d’un microsatellite a une fréquence dans les tumeurs MSI
supérieure & 10%.'% Dans leur étude portant sur 25 génes candidats présentant des
microsatellites dans des séquences codantes, seuls 9 présentent un taux de mutation supérieur
a ce seuil, avec une majorité comprise entre 10 et 40%. Seul TGFB-RII montre une incidence
de mutation trés importante (92%). La plupart de ces modeles ont été établis pour des
microsatellites situés dans des régions codantes. Néanmoins, il semblerait que ces résultats
soient extrapolables aux microsatellites des séquences introniques. En effet, en 1’absence de
toute pression de sélection, les conséquences du déficit en MMR peuvent survenir a la méme
fréquence dans les séquences codantes que dans les séquences non codantes. Ainsi, on peut
considérer que les insertions/délétions fréquentes dans des microsatellites introniques reflétent
également un avantage selectif pour les cellules tumorales. L’équipe de Gulino a proposé que
MRE11, gene impliqué dans un complexe multiprotéique avec NBS1 et RAD50 participant a
la réponse cellulaire aux cassures double brin de I’ADN, puisse étre une cible dans les
tumeurs MSIL.*® Ils ont étudié une répétition poly(T) dans I’intron 4 de MREI1 dans 49
tumeurs MSI. Un raccourcissement du microsatellite a été retrouvé chez 41 tumeurs, avec

pour la moitié d’entre elles une inactivation bi-allélique. Ils mettent également en évidence
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que I’inactivation bi-allélique est deux fois plus importante chez les patients présentant un
syndrome de Lynch que chez ceux présentant une tumeur MSI d’origine sporadique. Compte-
tenu de la contamination possible de I’ADN tumoral par de ’ADN constitutionnel dans les
échantillons, il nous est impossible de déterminer la proportion d’inactivation bi-allélique
versus mono-allélique pour une majorité des patients. On observe une inactivation bi-allélique
chez 19 patients sur 120: T10/T11 (2), T10/T13 (1), T11/T12 (3), T11/T13 (5), T11/T16 (1),
T12/T13 (2), T12/T14 (4) et T13/T15 (1). De maniére surprenante, I’anomalie de I’intron 4 de
MRE11 est observée pour toutes les tumeurs de stade A/B, mais la fréquence de mutation
n’est que de 70% pour les tumeurs plus avancées au diagnostic. Dans notre travail, nous avons
étudié des tumeurs de stade | a IV, et il ne semble pas y avoir de différence d’incidence entre
les stades précoces et tardifs. La proportion de tumeurs MSI présentant une délétion du T17
d’HSP110, a I’instar de TGFB-RII, suggere son importance dans la carcinogénese colorectale.
Dans 1’étude de Dorard et al, la délétion du T17 d’HSP110 a été détectée pour 53% des
adénomes MSI, mais pour I’ensemble des tumeurs MSI, suggérant que contrairement a
I’instabilité microsatellite la délétion du T17 était un phénoméne plus tardif.?® L’instabilité
chromosomique retrouveée chez les cellules MSS est, elle aussi, responsable de 1’accumulation
de mutations. Dans 1’étude initiale, seules des tumeurs MSS de stades II et III avaient été
étudiées. Dans notre étude nous avons étudieé le microsatellite T17 d’HSP110 chez 72 tumeurs
présentant un phénotype MSS, et nous ne retrouvons de délétion chez aucune d’entre elles. I1

semble donc que I’altération du T17 d’HSP110 soit exclusive des tumeurs MSI, bien qu’elle

n’y soit pas constante.

Les tailles de délétions du T17 d’HSP110 de notre population concordent avec celles de la
premiére étude et varient de 1 a 8 pb en fonction des patients, avec une médiane a 4 pb. La
taille moyenne du T17 au niveau de I’ ADN constitutionnel est de 16,25 pb (16 — 17 pb) tandis
que dans le tissu tumoral elle est de 12,7 pb (9 — 16 pb). Le microsatellite de I’intron 1 de
MYB est de taille équivalente a celui de I’intron 8 d’HSP110, cependant la taille de la délétion
dans les tumeurs MSI est beaucoup plus faible que dans pour HSP110. Dans leur étude Hugo
et al dénombre en moyenne 18,5 répétitions de T dans le tissu sain et 16,8 répétitions dans le
tissu tumoral.”® Le microsatellite de I’intron 4 de MREI1 contient 11 thymidines, et les
délétions retrouvées faisaient 3 pb au maximum. Les délétions observées pour le T17
d’HSP110 sont plus importantes que dans les deux cas précédents, sans que nous puissions
expliquer ce phénomene. Des études ont montré que, dans les cancers du cdlon MSI-H, les

microsatellites tendaient a se raccourcir au cours de la progression tumorale. En effet,

61



I’accumulation de mutations au niveau de geénes intervenant dans les mécanismes de
réparation de I’ADN au cours du développement de la tumeur tels que MRE11 (73%), MSH3
(42%) ou MSH6 (26%) serait a I’origine d’une augmentation des anomalies de réplication.
Ainsi, pour les microsatellites BAT-25 et BAT-26, les délétions sont plus petites dans les
adénomes MSI ou les petites tumeurs, qu’a des stades tumoraux plus avancés.'®® Une étude a
méme montré 1’existence d’une corrélation entre le nombre de génes cibles altérés et la taille
des délétions au niveau des microsatellites.’®® Dans notre population, le stade au diagnostic
¢tait connu pour 40 patients. Nous n’observons pas de relation entre le stade tumoral au
diagnostic et la taille de la délétion (p = 0,16). On observe une délétion moyenne de 5 pb pour
les tumeurs de stade | ; de 3,7 pb pour celles de stade Il ; de 3,9 pb pour celles de stade I11 et
de 5,5 pb pour les tumeurs métastatiques. Cependant ces résultats sont a nuancer compte tenu
des petits effectifs, notamment en ce qui concerne les stades | et IV. On note par contre que le
type de déficit du MMR a une influence sur la taille des délétions du T17 d’HSP110. En effet,
la taille moyenne des délétions est de 2,6 pb dans les tumeurs présentant un déficit en MSH6,
contre 4,0 pb lors d’un déficit en MLH1 ; 3,9 pb pour un déficit de MSH2 et 4,5 pb pour un
déficit de PMS2. La protéine MSH6 s’associe a MSH2 pour former le complexe protéique
MutSa qui intervient dans la reconnaissance des mésappariements « base-base » et des
boucles d'insertion/délétion faisant un maximum de 1 a 2 nucléotides. MutSB, dimeére de
MSH3 et MSH2, participe a la réparation des boucles d’insertion/délétion pouvant aller
jusqu’a 16pb. Les fonctions de MutSa et MutSP sont donc partiellement redondantes en ce
qui concerne les boucles d’insertion/délétion. A cause de cette redondance, il apparait que les
altérations de MSH6 sont associées principalement a I’accumulation de substitutions a
I’origine de mésappariement base-base, et moins fréguemment de grandes insertions ou
délétions dans les sequences microsatellites. Ainsi, il n’est pas étonnant que nous
n’observions pas de délétion du T17 pour une des tumeurs déficitaires en MSH6. Les tumeurs
caractérisees par un déficit en MSH6 se distinguent de celles causées par la perte de MLH1 ou
MHS2. En effet, les déficits en MSH6 sont souvent associés a des phénotypes MSI-L ou
frustres, notamment lorsque le panel du « National Cancer Institute » est utilisé. D’ailleurs,
cette caractéristique peut concourir au sous diagnostic des syndromes HNPCC dus a un déficit
en MSH6. Deux études ont recherché des anomalies de MSH6 dans des tumeurs présentant un
phénotype MSI-L, et ont retrouvé une mutation ponctuelle du géne MSH6 dans 22% des cas
pour I’une, et dans 7,3% des cas pour I’autre.’® ' Dans notre étude, les tumeurs déficitaires
en MSH6 présentaient toutes un phénotype MSI-H avec dans 90% des cas une instabilité sur

les 5 marqueurs, mais seulement sur 3 pour un cas. Par contre, I’instabilité pouvait étre
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subtile, avec dans plusieurs cas un décalage du marqueur microsatellite d’une seule paire de
base. A I’inverse de MSHS6, les déficits en MLH1, MSH2 ou PMS2 sont a I’origine d’une
forte instabilité génétique. En effet, ces deux protéines sont essentielles au bon
fonctionnement du MMR avec respectivement la formation des complexes MutL et MutS.
Ainsi, il ne semble pas surprenant que la taille moyenne des délétions du T17 d’HSP110 soit
significativement plus importante chez ces patients. Cependant, pour deux patients présentant
un déficit de MLH1 en immunohistochimie, on ne retrouve pas de délétion au niveau du T17
d’HSP110. De maniére singuliére, une des deux tumeurs était également caractérisée par un
phénotype MSI-L, avec une instabilité uniquement sur BAT25. La cause de déficit en MLH1
devra étre investiguée chez ce patient pour envisager une hypothese quant a cette présentation
atypique. Pour le deuxiéme patient, le déficit en MLH1 est lié a une hyperméthylation du
promoteur du gene, et les 5 marqueurs mono-nucléotidiques sont instables. Enfin, nous
n’observons pas de différence entre les patients atteints d’un cancer MSI sporadique et ceux
touchés par un syndrome de Lynch en ce qui concerne la taille de la délétion (p = 0,77). Cette
absence de différence s’explique probablement par le fait que, dans les deux groupes, la
majorité des tumeurs est caracterisée par un déficit en MLH1. Malgré une origine différente,
les conséquences de la perte d’expression de MLH1 sont en effet probablement les mémes

dans les tumeurs sporadiques et héréditaires.

5.3 Délétion du T17 d’HSP110 et expression d’HSP110AE9

L’instabilité microsatellite conduit & une instabilité¢ globale du génome. Dans les séquences
codantes, les insertions ou delétions au niveau de microsatellites conduisent a la modification
du cadre de lecture et a ’obtention d’une protéine tronquée, non fonctionnelle dans la plupart
des cas. Longtemps considérés comme n’ayant aucune fonction, il apparait que certains
microsatellites des régions non-codantes interviennent dans les phénoménes d’épissage
alternatif ou de régulation de I’expression des génes. L’équipe de Ramsay a exploré le
mécanisme de régulation de I’expression du facteur de transcription MYB dans des cancers
colorectaux MSI. IIs ont montré que la présence d’une délétion au sein d’une séquence
poly(T) de I’intron 1 était a 1’origine d’une augmentation de 1’expression de MYB, sans
altération de la protéine.”® Des anomalies d’épissage ont également été rapportées, avec
notamment des délétions au niveau des séquences permettant I’ancrage ou la reconnaissance
des sites d’excision. La séquence poly-pyrimidine (Py) est une séquence essentielle de I’ARN
pré-messager qui participe au bon assemblage des différentes protéines du splicéosome et la

reconnaissance du site d’épissage en 3°. On constate de maniere genérale dans la littérature,

63



que la taille des Py est plus courte dans les tumeurs colorectales MSI que dans celles MSS.*®
19.108-110 fyag gtudes ont montrés que les mutations ou les délétions au sein de cette séquence
pouvaient conduire a des anomalies d’épissage. Ce mécanisme a par exemple été mis en

11 9y certaines surdités

¢vidence dans des maladies héréditaires telles que 1’hémophilie B,
familiales.'*> ** Dans leur étude Yu et al, ont montré que la délétion de 3 nucléotides au
niveau de la séquence poly-pyrimidine de I’intron 7 du géne DFNA5 (Deafness, Autosomal
Dominant 5) conduisait 1’épissage de I’exon 8 du géne et ’obtention d un protéine tronquée, a
I’origine d’une surdité familiale."*® Des anomalies similaires ont été mises en évidence dans
certains cancers, et pourraient participer a I’amplification de [I’instabilité génétique
caracteéristique de cellules MSI. L’Equipe de Sasaki a mis en évidence dans des lignées de
cancer colorectal MSI, une altération de I’expression de la protéine ATM a cause d’un
épissage aberrant.'® Ils ont montré que ’anomalie d’épissage résultait de la présence d’une
délétion au niveau du Py en amont de I’exon 8 ou de I’exon 12. Plusieurs études, dans des
cellules tumorales gastriques MSI et des cellules tumorales coliqgues MSI, ont mis en eévidence
que la délétion du Py de I’intron 4 de MREI11 était a I’origine de 1’excision d’un exon et

18 109 114 ) s auteurs suggérent qu’en P’absence

I’obtention d’une protéine tronquée.
d’expression de MREI11, il y a une diminution de la réparation des cassures double brin de
I’ADN ce qui participe a la croissance tumorale. En ce qui concerne HSP110, I’équipe de
Duval a montré, dans une série de 13 lignées cellulaires de cancers colorectaux MSI et dans
43 tumeurs colorectales MSI, qu’une délétion du T17 de I’intron 8 d’HSP110 était a ’origine
de I’excision de I’exon 9 lors de ’épissage, confirmant la fonction de Py du T17.%% Pour les
lignées cellulaires MSI, nous retrouvons des resultats similaires a ceux de leur étude. Pour les
cellules HCT116 et LS174T on détecte a la fois la présence d’HSP110 et d’HSP110AE9, bien
que la taille du T17 soit identique sur les deux alleles, respectivement 14 et 11T. Il semble
donc que la délétion du T17 n’abolisse pas totalement I’épissage normal, mais favorise
I’excision de I’exon 9 d’HSP110 au détriment de sa conservation. Une étude portant sur la
taille du Py de I’intron 9 du géne CFTR suggére que plus le Py est court, et moins la
reconnaissance et la liaison de la « polypyrimidine tract binding protein » et/ou du facteur
UA2 du splicéosome au Py est efficace, favorisant ainsi I’excision d’exon.™ Des résultats
similaires sont exposés par Giannini et al pour le géne MRE11 dans les cellules LS174T, avec
une persistance de I’expression de la protéine sauvage malgré une mutations bi-alléliques du
poly(T)11.®®  On n’observe pas de différence significative entre les taux
d’HSP110AE9 / HSP110 estimés dans notre travail et ceux de I’équipe de Duval avec
respectivement 17,6% et 14,3% pour les cellules HCT116 ; 162,4% et 193,9% pour les
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cellules LS174T. Par contre, pour la lignée MSS SW480, nous ne retrouvons pas I’expression
d’HSP110AE9, alors que les résultats initiaux montraient un taux HSP110AE9 / HSP110 de
8,4%. Cette différence pourrait s’expliquer par un manque sensibilité de notre technique et/ou
un manque de spécificité de la technique utilisée dans la premiere étude. En ce qui concerne
les tumeurs, nous obtenons également des résultats legerement différents de ceux de Dorard et
al, en partie parce que nous n’avons pas utilisé les mémes références. Dans leur travail, ils ont
choisi comme référence un microsatellite de 17T et n’ont considéré que des délétions
supérieures a 2 nucléotides, estimant qu’en dega il s’agissait d’un polymorphisme. Pour
chaque patient, nous avons comparé la taille du T17 dans le tissu sain et dans la tumeur de
facon a connaitre de maniére précise la taille d’une éventuelle délétion. Nous mettons ainsi en
évidence que, des qu’il existe une différence d’une base entre le T17 du tissu sain et celui de
la tumeur, on observe la présence d’un variant alternatif d’HSP110, HSP110AE9 ou I’exon 9
fait défaut. Par contre, pour les tumeurs MSS, dont la taille du T17 ne varie pas entre le tissu
sain et la tumeur, nous ne détectons pas la présence d’HSP110AE9, contrairement & Dorard et
al qui décelent la présence des 2 variants, avec parfois méme un ratio HSP110AE9 / HSP110
avoisinant les 25%. On notera, que pour les quatre patients MSI ne présentant pas de délétion
du T17, nous ne décelons pas non plus ’expression d’HSP110AE9. Nos résultats laissent par
ailleurs apparaitre que 1’épissage alternatif de I’exon 9 d’HSP110 ne dépend pas de la taille
absolue du T17, mais bien de la présence d’une délétion du T17 dans la tumeur. En effet, une
majorité des tumeurs MSS présentent 16 répétitions de T, et pourtant on ne décele pas
I’expression HSP110AE9. Alors que, pour un patient MSI présentant une délétion de 1 pb
entre le tissu sain et la tumeur (17T->16T), on estime le ratio HSP110AE9 / HSP110 a 20,5%.

Nous avons pu estimer le ratio HSP110AE9 / HSP110 pour 54 tumeurs. On observe une
grande variabilité de ce ratio entre les patients, avec une médiane a 16,9%, mais des valeurs
comprises entre 2,5% et 112%. L’équipe de Duval observe une variabilité encore plus forte
avec des taux allant de 11,7 a 479,2% en fonction des patients. Ils expliquent cette fluctuation
par I’influence de la taille de la délétion sur I’expression des deux variants. Ils remarquent que
plus la diminution de taille du T17 d’HSP110 est importante et plus I’expression du transcrit
d’HSP110AE9 augmente au détriment du transcrit sauvage. Statistiquement nous observons la
méme relation entre taille de la délétion du T17 d’HSP110 et taux d’HSP110AE9 / HSP110
(p < 0,01). D’autres études ont montré la relation entre la proportion variable d’expression de
deux transcrits et la taille du Py. Le Py de I’intron 9 du gene CFTR est polymorphique avec 5,

7 ou 9 répétitions de T. Chu et al montrent que la proportion de transcrit muté par rapport a
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I’ARNm de CFTR total est beaucoup plus importante chez les sujets présentant un Py
homozygote T5 (= 90%) que chez les patients présentant un Py homozygote T7 (= 25%) ou
T9 (= 15%)."° Chez les patients présentant un Py hétérozygote, ils notent I’influence des
deux alléles, avec un pourcentage d’expression du transcrit muté d’environ 65% chez les
hétérozygotes T5/T7, 55% chez les hétérozygotes T5/T9 et légerement moins de 20% chez les
T7/T9. Dans les cellules colorectales MSI, I’expression des variants sauvages et mutés de
MREZ11 semble également conditionnée par le caractére mono- ou bi-allélique et la taille de la
délétion.*® L’expression de MREI11 est presque inhibée pour la lignée cellulaire de cancer de
I’endométre AN3CA qui présente un Py homozygote T9/T9. Pour les cellules LS174T
(T9/T10) ils observent une plus forte diminution de I’expression de MRE11 que pour la lignée
cellulaire de cancer de la prostate DU145 (T9/T11). Des taux normaux de transcrit sauvage et
de protéine sont par contre retrouvés pour toutes les cellules ayant un Py homozygote
T11/T11. Dans notre analyse, comme dans I’étude princeps, nous avons uniquement
considéré la deélétion la plus grande pour réaliser notre étude statistique. Il aurait été
souhaitable de pouvoir effectuer une étude en sous-groupes, mais nous n’avions pas identifié
suffisamment de patients avec une délétion bi-allélique pour réaliser une étude statistique.
Cependant, dans les deux études citées précédemment, il semble que ’allele le plus court ait

une influence majeure sur I’expression du transcrit muté.

On constate qu’une grande délétion n’induit pas forcément une forte expression du variant
tronqué. En effet, autant pour les délétions inférieures ou égales a 3 pb on observe
systématiquement un taux d’HSP110AE9 / HSP110 faible, pour les délétions plus grandes la
variabilité¢ d’expression est beaucoup plus importante, ce qui suggére qu’il existe d’autres
mécanismes modulant I’expression du transcrit sauvage et du transcrit muté. Dans la premiere
partie de notre étude nous avions démontré qu’il existait une relation entre la taille de la
délétion du T17 et la protéine du MMR déficitaire. On retrouve cette tendance pour
I’expression d’HSP110AE9 / HSP110, avec notamment, pour une méme taille de délétion du
T17, une expression plus importante d’HSP110AE9 lors d’un déficit de MLH1 que pour un
déficit en MSH6 (données non présentées). Cependant, on ne met pas en évidence de relation
statistiquement significative. Nous avons également recherché un lien entre stade tumoral et
I’expression d’HSP110AE9. Il a été montré qu’HSP110 était constamment surexprimé dans
de nombreuses tumeurs,*'® dont les tumeurs colorectales,® et participait a la transformation
cellulaire en protégeant les cellules tumorales de 1’apoptose. Plusieurs études ont mis en

évidence que le taux d’expression d’HSP110 était d’autant plus important que le stade
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tumoral était avancé.” % Dans leurs travaux, Slaby et al ont constaté que le taux d’expression
d’HSP110 était deux fois plus important chez les patients présentant une maladie métastatique
que chez les patients avec une maladie localisée.®® Dans notre étude, nous ne distinguons pas
de différence d’expression du taux d’HSP110AE9 / HSP110 en fonction du stade tumoral.
Cependant, nous n’avons réalisé qu’une quantification relative d’HSP110AE9 vis-a-vis de la
protéine sauvage, et il serait intéressant de réalisé une quantification absolue du transcrit muté
pour chaque tumeur, pour voir s’il existe une différence d’expression en fonction du stade
tumoral. D’autres pistes peuvent étre avancées pour expliciter ces variations d’expression,
mais n’ont pas encore été explorées. Le déficit du MMR est responsable d’une instabilité de
toutes les séquences microsatellites, et des études ont suggéré que des insertions/délétions
dans des régions non-codantes pouvaient déréguler I’expression des génes. L’équipe de
Ramsay a mis en évidence une délétion au sein d’un microsatellite du « c-myb transcriptional
attenuator region » situé dans I’intron 1, responsable de la surexpression du facteur de
transcription MYB dans les cellules tumorales coliques.'® **’ Plus récemment, une équipe a
étudie 42 microsatellites courts (8-14pb) situés dans les régions 3’UTR de genes. L’étude
retrouve une délétion au niveau sequence T11 de la région 3’UTR du géne « RB1 inducible
coiled-coil 1 » (RB1CC1) qui entrainerait la perte d’un site de fixation d’'un miARN et
induirait une surexpression du géne.™® On peut également imaginer que la mutation au niveau
d’un ou plusieurs facteurs de transcription puisse moduler I’expression d’HSP110AE9 par

rapport au transcrit sauvage.

Les westerns blot réalisés a partir de lignées cellulaires permettent de confirmer
qu’HSP110AE9 induit bien la formation d’une protéine tronquée. Nous avons utilisé un
anticorps (Ac) dirigé contre la partie N-terminale d’HSP110 qui permettait ainsi de détecter a
la fois la protéine sauvage et HSP110AE9. On retrouve, pour les deux lignées cellulaires MSI
étudiées, la présence des deux variants protéiques. Pour les cellules LS174T on observe une
expression beaucoup plus importante du variant tronqué par rapport a HSP110, et le
phénomene inverse pour les cellules HCT116, ce qui confirme les résultats obtenus par les
techniques de biologie moléculaire. Cependant, en plus des deux bandes recherchées, nous
observons le marquage de plusieurs autres bandes dont la taille est comprise entre 10 et
105kDa. Plusieurs hypothéses peuvent expliquer ces bandes surnuméraires : un marquage
aspécifique de notre Ac, I’existence d’autres formes tronquées d’HSP110, des modifications

post-traductionnelles. L’analyse in silico du géne d’HSP110 (www.seltarbase.org) met en

évidence 22 autres répétitions introniques de T ou de A de 4 & 7 pb, a proximité d’un site
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d’épissage. Celles-ci peuvent étre le siege de délétion dans les cellules MSI et conduire a
I’obtention d’au moins 5 autres protéines tronquées dont la masse moléculaire est estimée a
9,35;19,8; 36,6 ; 47,8 et 51,1 kDa. Notre Ac ciblant la partie N-terminale de la proteine,
commune a toutes ces protéines tronquées, il est possible que nous détections tous ces
variants. L’analyse des autres microsatellites est donc nécessaire pour vérifier cette hypothese.
L’analyse in silico de la protéine tronquée grace au logiciel NetNGlyc

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) a également mis en évidence 5 sites potentiels de

glycosylation, nous avons donc effectué un traitement des extraits protéiques avec une N-
déglycosydase pendant une nuit a 37°C, mais nous obtenons des résultats de western blot
identiques (données non présentées). Des analyses complémentaires doivent donc étre
réalisées pour préciser la nature de ces autres bandes. Puis, il sera nécessaire de vérifier le

ratio d’expression des protéines d’HSP110 et HSP110AE9 dans les tumeurs.

5.4 Instabilité microsatellite, survie et réponse a la chimiothérapie a base de

5-FU dans les cancers colorectaux métastatiques.

54.1 Survie
De nombreuses études ont évalué I'influence du déficit du MMR et de D’instabilité
microsatellite sur le pronostic des patients presentant un cancer colorectal. 11 semblerait que,
malgré quelques études contradictoires,**® *® le phénotype MSI soit un marqueur de bon
pronostic quel que soit le stade tumoral.** ** *2124 Dans une premiére méta-analyse, Popat et
al, ont analysé les résultats de 32 études pour évaluer I’impact du phénotype MSI sur le
pronostic. Ils montrent un avantage pour les tumeurs MSI a la fois en ce qui concerne la
survie globale (HR = 0,65; 95% CI: 0,59-0,71), mais aussi la survie sans progression
(HR = 0,67 ;95% CI : 0,53-0,83), indépendamment du stade tumoral.** Dans une méta-
analyse plus récente, Guastadisegni et al ont colligé les données de survie de 20 études
différentes.®® Leurs résultats confirment I’avantage pronostic du déficit en MMR avec un odd
ratio (OR) de 0,6 (95% CI 0,53 — 0,69 ; p < 0,0001) sans hétérogénéité notable entre les
études. Cependant, on constate que dans la majorité des études, les effectifs sont
majoritairement constitués de patients avec un cancer colorectal de stade Il ou Ill, et que peu
de travaux ont analysés les données de survie en fonction des stades tumoraux. Nous avons
répertorié 11 études présentant des données de survie pour les tumeurs de stade IV en fonction
du statut MSI. Leurs conclusions sont contradictoires concernant le caractére pronostic du

déficit du MMR dans les cancers colorectaux métastatiques (Tableau 15). L’hétérogénéité de
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ces résultats peut s’expliquer, au moins partiellement, par les différences de techniques
utilisées pour dépister le déficit du MMR et/ou le phénotype MSI. Seulement 6 travaux ont
utilisé le panel recommandé par la conférence de consensus de Bethesda pour le diagnostic du
phénotype MSI par biologie moléculaire. Quatre études n’ont analysé qu’un ou deux
marqueurs (BAT25 et/ou BAT26), et une derniére étude a utilisé un panel de 10 marqueurs
dont la sensibilité de diagnostic n’est pas connue. I existe ainsi, pour ces études, un risque de
sous diagnostic du phénotype MSI. Une étude immuno-histochimique a été effectuée dans 7
études, mais dans la majorité des cas seule I’expression des protéines MLH1 et MSH2 a été
recherchee. Parmis toutes les études répertoriées, deux études concluent au caractére péjoratif
du phénotype MSI.1?> 1% | a majorité des études n’observent pas de différence significative de
survie entre les patients présentant une tumeur MSI et ceux présentant une tumeur MSS.
Cependant, la plupart de leurs données suggérent que dans les cancers colorectaux
métastatiques le déficit du MMR n’est pas un facteur de bon pronostic. En effet, la médiane
de survie des groupes MSS est en moyenne supérieure de 10 mois a celle des patients avec
une tumeur MSI. L’absence de significativité de ces résultats peut étre en partie liée aux
faibles effectifs de tumeurs MSI (3 — 16,8%) comparés aux tumeurs MSS. Enfin, deux études
concluent que le déficit du MMR, est comme pour les tumeurs de grade 11 ou Il, un marqueur
de bon pronostic."?" *® Les résultats de notre travail vont dans le sens de la majorité des
études et suggérent que le phénotype MSI est plutét de mauvais pronostic dans les cancers
colorectaux métastatiques. Les médianes de survie globale et de survie sans progression des
patients sont comparables avec les données des études antérieures. On constate que la survie
des patients avec une tumeur MSI est inférieure a celle des patients présentant une tumeur
MSS, avec respectivement mois 8,56 vs 24,37 mois pour la survie globale, et 6,6 mois vs 9,9
mois pour la survie sans progression, mais ces différences ne sont pas significatives. Plusieurs
¢tudes ont montré 1’impact péjoratif de la mutation V60OE du gene BRAF dans les cancers

colorectaux MSI, > 126 129

mais ce parametre n’a pas pu étre étudi¢ compte tenu du faible
nombre de tumeurs présentant un déficit du MMR. Dans leur étude, Benatti et al constatent
que les données de survie sont meilleures pour les patients présentant un syndrome de Lynch
que ceux avec un cancer MSI sporadique, principalement car 1’age et le stade au diagnostic
sont plus faibles dans le premier groupe que dans le second.’®® Dans notre travail, trois
patients présentaient une tumeur MSI sporadique, caractérisée par la mutation BRAF V600E,

mais le caractére héréditaire ou sporadique n’a pas pu étre déterminé pour les trois autres.

Nous n’avons donc pas pu étudier I’influence de ce paramétre sur la survie.
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Auteurs Nombre de tumeurs | Diagnostic de I’instabilité Données de survie Impact pronostic
Stade IV | MSI (%) microsatellite (médiane) du phénotype MSI
Smith et al™® 1406 46 (3,3) | PCR : BAT25 et BAT26 Survie globale : Mauvais
- MSI =9,3 mois
Kim et al™" 297 23 (11,7) | PCR : Panel Bethesda Survie globale : Aucun
IHC : MLH1 et MSH2 - MSI = 15,7 mois
- MSS = 25,1 mois
Kim et al™ 171 10 (5,8) | PCR : Panel Bethesda Survie globale : Aucun
IHC : MLH1 et MSH2 - MSI = 20,3 mois
- MSS = 29,6 mois
Tran et al'® 524 40 (7,6) | PCR : Panel Bethesda Survie globale : Mauvais
Ou IHC : MLH1, MSH2, - MSI =11,1 mois
MSH6 et PMS2 - MSS = 22,1 mois
Koopman et al” 515 18 (35) | PCR:BAT25et BAT26 + | Survie globale : Aucun
4 autres marqueurs - MSI =10,2 mois
IHC : MLH1, MSH2, - MSS = 17,9 mois
MSH6 et PMS2
Jover et al® 146 11 (7,5) | PCR : Panel Bethesda % de surviea5ans: Aucun
IHC : MLH1 et MSH2 - MSI=18%
- MSS = 15%
Malesci et al™ 234 7(3,0) | PCR:BAT 25et BAT 26 Non précisées Aucun
ICH : MLH1 et MSH2
Jover et al™® 146 9(6,2) | PCR:BAT26 % de surviea 4 ans: Aucun
IHC : MLH1 et MSH2 - MSI=33%
- MSS = 28%
Benatti et al™ 184 31(16,8) | PCR : Panel Bethesda + Non précisées Aucun
BAT40
Liang et al™’ 244 52 (21,3) | PCR : Panel Bethesda Non précisées Bon
Gryfe et al'® 134 15 (6,7) | PCR : 10 marqueurs Non précisées Bon

Tableau 15:Résumé des publications étudiant I'influence du phénotype MSI sur le pronostic dans les
cancers colorectaux métastatiques. Les études sont classées par année de publication décroissante.
PCR : Polymerase Chaine Reaction. IHC : Immunohistochimie.

5.4.2 Réponse a la chimiothérapie FOLFIRI-CETUX.
Actuellement le « National Comprehensive Cancer Network®» recommande pour le
traitement des patients présentant un cancer colorectal métastatique I'utilisation du 5-FU ou
de la capécitabine seuls ou en association avec I’oxaliplatine et/ou 1’irinotécan et/ou une

™11 est admis que les patients avec une tumeur MSI présentent un profil de

thérapie ciblée.
sensibilité différent aux molécules de chimiothérapie comparés aux patients avec une tumeur
MSS, avec par exemple une résistance au carboplatine et au cisplatine. Cependant, peu
d’études cliniques ont évalué 1’influence du phénotype MSI sur la réponse aux
chimiothérapies contenant du 5-FU dans les CCRm : 5-FU + acide folinique,**” ** 5-FU +
oxaliplatine,’® 13+ 1% 5.FU + irinotécan,®® Capécitabine + oxaliplatine ou irinotécan,*® 5-FU +
oxaliplatine + cétuximab.'?®> Dans notre étude, nous avons évalué I’'impact du phénotype MSI
sur la réponse a une chimiothérapie associant 5-FU, irinotécan et cétuximab. Soixante-dix-
huit patients présentant un CCRm ont bénéficié de cette association en premiére ou deuxieme

ligne de chimiothérapie métastatique. Quel que soit le statut MSI ou MSS de la tumeur, les
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patients ont en moyenne recu le méme nombre de cycles de FOLFIRI-cétuximab. La réponse
a été évaluée au terme de 6 puis 12 cures de chimiothérapie par FOLFIRI-Cétuximab, sans
que ’on mette en évidence de différence entre les MSI et les MSS. Compte-tenu des faibles
effectifs, nous avons uniquement considéré deux types de réponses: maladie contrblée
(réponse compléte, réponse partielle et maladie stable) vs progression de la maladie.
L’évaluation a 3 mois ne montre pas de différence significative entre les 2 groupes, avec une
maladie contrdlée chez 75% des MSS contre 67,7% des MSI, tout comme a 6 mois avec
respectivement 25,9% et 17,7% de maladies contrdlées. L’instabilité microsatellite ne semble
pas étre un marqueur prédictif de réponse, ou de non réponse, a cette poly-chimiothérapie. Ce
résultat contraste avec certaines conclusions de travaux ayant étudié ces mémes principes actif

isolément ou associés.

In vitro, plusieurs études ont mis en évidence I’importance du MMR dans la cytotoxicité du 5-
FU.*® * Le MMR, grice 2 hMutSa et hMutSB, reconnaitrait le adduits de FAUMP dans
I’ADN a l’origine d’un mésappariement, et conduirait la cellule a I’apoptose. Le déficit du
MMR serait donc a 1’origine d’une inefficacité partielle du 5-FU. In-vivo, plusieurs études ont
évalué le caractere prédictif du phénotype MSI sur la réponse a la chimiothérapie adjuvante a
base de 5-FU. Il semble que chez ces patients présentant une tumeur de stade Il ou stade I11, le
5-FU n’améliore pas les données de survie, contrairement aux résultats obtenus chez ceux
présentant une tumeur MSS.* 5 66119120 Bang Jeur travail, Sargent et al montrent qu’il
n’existe pas de difference de survie chez les patients MSI qu’ils aient bénéficié ou non d’une
chimiothérapie adjuvante.®® Ils observent que le pourcentage de survie sans progression a 5
ans est de 76% dans le groupe non traité, contre 72% dans le groupe traite (p = 0,56). Par
contre, dans les tumeurs MSS, ils confirment I’efficacité de la chimiothérapie adjuvante avec
respectivement 64% et 53% de survie sans progression dans les groupes traités et non traites
(p =0,02). En 2011, Dorard et al ont montré qu’un ratio d’HSP110AE9 / HSP110 supérieur a
75% était un marqueur prédictif de bonne réponse des cellules MSI au 5-FU. Dans notre
population de patient de CCRm, une seule patiente présente une telle expression, ce qui ne
nous permet pas d’évaluer son influence sur la réponse a la chimiothérapie dans notre
population.*® Le MMR n’intervenant qu’a hauteur de 10% dans le mécanisme d’action du
5-FU, certaines équipes ont explorées d’autres pistes pouvant expliquer ce défaut d’efficacité
du 5-FU. On sait que la TS est un élément clé du mécanisme d’action du 5-FU, et des études
ont mis en évidence que la forte expression de la TS induisait une faible réponse aux

chimiothérapies a base de 5-FU. Ricciardiello et al ont examiné le niveau d’expression de la
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TS dans les cellules MSI.™*® L’expression de la TS a été évaluée par immunohistochimie, et
les tumeurs classées en trois catégories d’expression : nulle, faible et élevée. Ils mettent en
évidence une surexpression de la TS dans les tumeurs MSI par rapport aux tumeurs MSS
(p < 0,0001), qui pourrait expliciter la moindre efficacité du 5-FU dans les cellules MSI. Ces
résultats ont été confirmés plus récemment par 1I’équipe de Sgrensen, avec une forte
expression de la TS retrouvée chez 70% des tumeurs MSI contre 18% des tumeurs MSS.*?
Les ¢études pour évaluer I’'impact du phénotype MSI sur la réponse au 5-FU sont par contre
beaucoup plus rares, et contredisent les conclusions des études in-vitro et chez les patients
avec des tumeurs de stades Il et 11l. Liang et al ont étudié la survie de 244 patients présentant
un cancer colorectal métastatique et traités ou non par I’association 5-FU et acide folinique.*?’
Ils constatent que, pour les patients ayant bénéfici¢ d’une chimiothérapie, la médiane de
survie globale est plus importante dans le groupe MSI (24 mois) que dans le groupe MSS (13
mois). Par contre, pour les patients n’ayant pas bénéficié¢ d’une chimiothérapie, la médiane de
survie globale est de 7 mois dans les 2 groupes. Les auteurs concluent a une meilleure chimio-
sensibilité au 5-FU des tumeurs MSI que des tumeurs MSS. Brueckl et al ont mis en évidence
des résultats similaires avec une meilleure réponse des tumeurs colorectales meétastatiques
MSI (72%) par rapport aux tumeurs MSS (41%) pour les patients traités par 1’association

5-FU et acide folinique.**®

En ce qui concerne I’irinotécan (CPT11), des études ont montré a la fois dans des lignées

137,138 ot dans des xénogreffes de tumeurs colorectales,*

cellulaires de cancers colorectaux
que les cellules MSI étaient plus sensibles au CPT11 que les cellules MSS. Vilar et al, mettent
en évidence des concentrations inhibitrices 50 (C150) inférieures a 3 umol.L™ dans les lignées
cellulaires présentant une hyperméthylation du promoteur de MLH1 (SW48 , HCT116 et
RKO), et supérieure & 12 pmol.L™ dans la lignée MSS HT-29.** Dans la lignée HCT15 qui
présente un déficit de MSHBS, la diminution de la CI50 est moins franche (= 9 pmol.L™). Les
auteurs expliquent ces différences par la forte prévalence des mutations altérant 1I’expression
de MRE11'® ™4 et RAD50."*® En effet, ces deux protéines interviennent dans la réparation des
cassures double brin de ’ADN, sous la forme d’un complexe multi-protéique avec NSB1, et
participe a la résistance des cellules aux inhibiteurs de topo-isomérase. L’absence ou la
diminution d’expression de MRE11 et RAD50 pourrait donc sensibiliser les cellules au
CPT11. Bertagnolli et al, ont réalisé une étude clinique prospective, randomisée, dans une
population de 723 patients avec un CCR de stade III bénéficiant d’une chimiothérapie par

5-FU + acide folinique % irinotécan. Il apparait que, pour les patients ayant bénéficié de
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I’ajout de CPT11, la survie sans récidive est plus longue dans le groupe MSI que dans le
groupe MSS (p = 0,03). Les auteurs suggerent que I’instabilité microsatellite pourrait étre un
marqueur prédictif de bonne réponse a la chimiothérapie associant 5-FU et irinotécan,
contrairement au 5-FU seul. On retrouve peu de données sur I’efficacité du CPT11 seul dans
les CCRm. De plus les conclusions des études cliniques sont a nuancer compte tenu de la
grande hétérogénéité des populations étudiées. On retrouve une seule étude clinique ayant
évalué I’influence du statut MSI sur la réponse a la chimiothérapie par CPT11 seul. Les
auteurs concluent a ’existence d’une relation favorable entre la réponse au CPT11 et le
phénotype MSI.**° Cependant ces résultats sont & modérer, car ils portaient sur une population
de 31 patients dont seulement 4 présentaient une tumeur MSI. La méme équipe a étudié une
population de 72 patients avec un CCRm et observe une réponse chez 71,4% des patients avec
une tumeur MSI contre 9,2% dans le groupe MSS, cependant les patients n’avaient pas tous
bénéficie du méme régime de chimiothérapie (CPT11 seul ou en association avec le 5-FU) ce
qui rend difficile toute conclusion.*** En 2011, Kim et al ont présenté les résultats d une étude
chez 297 patients avec un CCRm ayant regu une chimiothérapie de type FOLFIRI ou
XELERI.®" Malgré une différence apparente de réponse entre les 2 groupes, respectivement
46,0% des taux de réponse pour les MSS et 56,5% pour les MSI, leurs resultats ne sont pas
statistiquement significatifs. Ils n’observent pas non plus de différences significatives entre
les deux groupes en ce qui concerne la survie sans progression ou la survie globale. Dans
notre étude, on constate que la posologie d’irinotécan (mg/m?/cure) est significativement
moins importante chez les patients présentant une instabilité microsatellite au niveau de leur
tumeur, ce qui pourrait expliquer ’absence de différence de bénéfice de la chimiothérapie
entre les deux groupes. Cependant, cette différence s’explique par les adaptations de doses qui
ont été réalisées suite au dépistage des polymorphismes de la TATA box du promoteur de
I’UGT1AL. Celui-ci a permis de mettre en évidence la présence d’un syndrome de Gilbert
(7/7) chez trois des patients, et un profil hétérozygote (6/7) chez les trois autres patients.
Ceux-ci sont plus a risque d’effets indésirables graves a 1’irinotécan que les patients
présentant un phénotype sauvage (6/6).**? Une diminution a priori des doses d’irinotécan a
donc été effectuée chez les 6 patients présentant une tumeur MSI, de maniere a minimiser les
effets toxiques. L’étude clinique FOLFIRICETUX a montré que ces adaptations posologiques
n’entrainaient pas de perte de chance pour les patients (données non publiées). D’ailleurs,
chez les patients MSS, une adaptation de dose également a été effectuée en fonction du statut

des patients vis-a-vis de 'UGT1AL1, avec en moyenne 196,5 mg/cure/m? pour les patients 6/6,
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183,1 pour les 6/7 et 142,7 pour les 7/7 sans que cela impacte sur la réponse a 3 mois
(p =0,22) ou 6 mois (p = 0,26).

Le cétuximab, est un anticorps monoclonal murin humanisé, dirigé contre le récepteur a
I’EGF (EGFR) et indiqué dans le traitement des cancers colorectaux métastatiques, seul ou en
association avec une chimiothérapie conventionnelle. 11 a été montré que la présence d’une
mutation du géne KRAS était a 1’origine d’une perte d’efficacité des thérapies ciblant 'EGFR.
L’autorisation de mise sur le marché du cétuximab, stipule d’ailleurs que seuls les patients
présentant une tumeur avec un géne KRAS sauvage peuvent bénéficier de cette thérapeutique.
Environ 40% des cancers colorectaux portent une mutation du géne KRAS. Dans les cancers
MSI, il apparait que celles-ci sont plus fréquentes dans les tumeurs d’origine sporadiques que
dans les tumeurs héréditaires.** Dans notre population de patients, nous avons sélectionné
uniquement les patients ne présentant pas de mutations au niveau des codons 12, 13, 61 et
146. Actuellement, il existe une restriction de ’AMM uniquement pour les mutations de
KRAS. Cependant, certaines études suggérent que des mutations en aval sur la voie de
signalisation cellulaire ou sur d’autres voies cellulaires pourraient également inhiber 1’action
des anti-EGFR. Di Nicolantonio et al, ont par exemple mis en évidence que la forme sauvage
de BRAF était nécessaire a P’action du cétuximab.™*® Récemment, une méta-analyse a colligé
les données de 19 études, et obtient les mémes conclusions.*** Dans les CCR MSI, la mutation
du gene V600E du géne BRAF est fréquemment associée a 1’hyper-méthylation du promoteur
de MLH1 et signe 1’origine sporadique du déficit du MMR. Dans notre travail, 50% des
patients avec une tumeur MSI présentent cette mutation de BRAF, contre uniquement 8,6%
des tumeurs MSS. Cette différence pourrait en partie expliquer le fait qu’on n’observe pas de
différence de réponse entre les groupes MSI et MSS lors de 1’ajout du cétuximab au protocole
FOLFIRI. Par ailleurs, il pourrait étre intéressant de verifier le statut des génes PI3K et PTEN
dans notre population de patients pour voir s’il n’existe pas d’autres facteurs pouvant
diminuer ou inhiber I’efficacité du cétuximab. En effet, Miyaki et al, montrent que les
mutations de PI3K surviennent dans 21% des syndromes de Lynch et dans 15% des cancers
MSI sporadiques. Par ailleurs, 1’étude de Baranovskaya et al suggerent que la moindre
efficacité du cétuximab chez les patients ayant une tumeur MSI fait suite a une sous
expression de ’EGFR causée par 1’¢longation d’un microsatellite (CA), aux propriétés

régulatrices.'*

Au total, les données de la littérature ne permettent pas de statuer définitivement sur

I’efficacité du 5-FU, de I’irinotécan ou du cétuximab dans les cellules MSI. 1l semblerait que
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dans les CCRm, I’association FOLFIRI induise une meilleure réponse dans les tumeurs MSI
que dans les tumeurs MSS. D’autre part, plusieurs arguments suggerent la moindre efficacité
des anti-EGFR dans les cellules MSI. Ainsi, la moindre efficacité du protocole FOLFIRI dans
les cellules MSS pourrait étre compensée par ’ajout du cétuximab, et expliquer le fait que
nous ne voyons pas de différence de réponse entre les patients MSI et MSS avec une
chimiothérapie de type FOLFIRI-CETUX. Cependant, il serait intéressant d’étudier
I’influence des variations de la TS, MRE11, RAD50, PI3K, PTEN entre autres, sur la
pharmacologie des 3 molécules utilisées.

5.5 HSP110AE9 : marqueur pronostique et/ou predictif ?

En théorie, facteurs pronostics et prédictifs sont des notions distinctes. Un facteur pronostic
permet de prévoir I’évolution de la maladie, indépendamment de tout traitement, tandis qu’un
marqueur prédictif informe sur la probabilité de réponse a une thérapeutique donnée.
Cependant, il est actuellement difficile de valider un marqueur pronostic strict, car son étude
devrait étre realisee en dehors de tout traitement. D’autre part, il apparait que certains
marqueurs peuvent étre a la fois prédictifs et pronostics. C’est le cas par exemple de
I’amplification d’HER-2 dans le cancer du sein qui est un facteur de mauvais pronostic, mais
également est un marqueur de bonne réponse au trastuzumab. Les données de 1’étude de
Dorad et al suggérent que le taux d'expression HSP110AE9 / HSP110 est a la fois un
marqueur de bon pronostic et un marqueur de bonne réponse a la chimiothérapie.

Il a été montré, qu’en plus de conférer une thermo-tolérance aux cellules,” **° les protéines de
stress peuvent inhiber I’apoptose induite par de nombreux facteurs de stress. Les mécanismes
de prévention de I'apoptose par les HSP ne sont pas totalement élucidés, mais les différentes
études suggerent que les protéines de choc thermique agissent en amont de I'activation des
caspases, avec notamment des interactions avec le facteur pro-apoptotique BAX ou le
cytochrome ¢.**” 8 Yamagishi et al ont mis en évidence la fonction anti-apoptotique
d’HSP110 dans des modeles cellulaires soumis a un stress avec de I’eau oxygénée ou de la

staurosporine. % 0

Dans les deux cas, il apparait qu’en prévenant la libération du
cytochrome ¢, HSP110 inhibe I’activation des caspases 3 et 9. Les auteurs suggérent
qu’HSP110 agit a plusieurs niveaux et notamment au niveau de BAX et de la voie de MAP
kinases. Dans les cancers colorectaux, les études suggerent que c’est en participant a
Iinhibition de I’apoptose dans les cellules cancéreuses que les HSP favorisent le
développement tumoral. Dans leur travail, Hwang et al montrent, dans des lignées cellulaires
de cancers colorectaux, que I’expression d’HSP110 est fortement augmentée dans les lignées
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a fort potentiel métastatique comparée aux lignées & faible pouvoir métastatique.”® Ces
résultats sont retrouvés in vivo avec une expression d’HSP110 corrélée au stade tumoral dans
les cancers colorectaux.’® ® Ainsi, il semblerait quune surexpression d’HSP110 soit un
facteur de mauvais pronostic dans le cancer colorectal, mais également dans d’autres tumeurs
solides.'*® Dans les cancers colorectaux MSI, il apparait que la mutation du microsatellite T17
d’HSP110 conduit a la formation d’une protéine tronquée.®® L excision de I’exon 9 entraine la
perte de la partie C-terminale de la protéine et par conséquent du domaine de liaison au
substrat, des signaux d’export et de localisation nucléaire. HSP110AE9 contient uniquement
le domaine de liaison a ’ATP. L’absence de site de fixation du substrat est a ’origine de
I’absence d’activité chaperonne propre de la protéine tronquée. Par ailleurs, Dorard et al
constatent qu'HSP110AE9 posséde un effet dominant négatif sur la protéine sauvage. En
effet, HSP110AE9 a la capacité de s’associer a HSP110 empéchant a la fois sa translocation
nucléaire et son interaction avec d’autres protéines chaperonnes telles que HSP27 et HSP70.
Dans les lignées cellulaires, les auteurs ont montré que la présence d’HSP110AE9 eétait
associée a une activation de la voie des caspases, et donc I’induction de 1’apoptose. L’effet
pro-apoptotique de la protéine tronquée a été confirmé dans des modéles de xénogreffe, avec
un développement tumoral moins agressif en présence de la protéine tronquée. Les auteurs
suggerent que le ratio d’HSP110AE9 / HSP110 serait par conséquent un marqueur de bon
pronostic. In vivo, ils confirment en partie ces résultats, avec une survie plus longue chez les
patients présentant une tumeur de stade III quand I’expression d’HSP110AE9 / HSP110 est
supérieure a 75% (p = 0,004). Par contre, ils n’observent pas de différence significative en ce
qui concerne les tumeurs de stade Il. Nous avons confirmé que 1’expression
d’HSP110AE9 / HSP110 était corrélée a la taille de la délétion du T17 et avons étudié
I’influence de celle-ci sur la survie des patients présentant une tumeur MSI. Tous stades au
diagnostic confondus, on constate que lorsque la taille de la délétion du T17 est supérieure a 4
pb, la survie des patients est moins importante que pour les petites délétions, mais la
différence entre les deux groupes n’est pas significative. On obtient le méme type de résultats
si on analyse séparément les patients en fonction du stade tumoral au diagnostic (I ou I11).
Ces résultats suggerent qu’une grande délétion du T17 d’HSP110 et par conséquent une forte
expression d’HSP110AE9, est plutot un facteur de mauvais pronostic, ce qui va a I’encontre
des résultats de I’étude princeps. On notera cependant que la grande majorité des patients
avait bénéficié¢ d’un traitement par chirurgie et/ou radiothérapie et/ou chimiothérapie, donc on
ne peut pas exclure un biais a ce niveau. Dans une étude récente, Markovic et al montrent que

les grandes délétions d’HSP110 sont souvent associées a la mutation BRAF V600E
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(p = 0,029).2% Or plusieurs études ont mis en évidence que BRAF était un marqueur de
mauvais pronostic dans les tumeurs colorectales.*?® **! Les auteurs émettent donc I’hypothése
que les grandes délétions du T17 d’HSP110 sont plut6t associées a un mauvais pronostic, ce
qui pourrait expliquer nos résultats. Cependant, notre étude ne retrouve pas de différence de
taille de la délétion du T17 en fonction du statut BRAF. Par ailleurs, on n’observe pas de
différence significative quant a la survie des patients en fonction du statut BRAF (données non
présentées, p = 0,2), méme s’il semble que celle-ci soit légerement supérieure quand BRAF
est sauvage. Le seul marqueur pronostic que nous retrouvions dans notre étude est le stade au
diagnostic (p = 0,01) avec une survie d’autant plus faible que le stade au diagnostic est élevé.
Dans la premiere partie de 1’étude nous avons montré qu’il n’existait pas de relation entre la
taille de la délétion du T17 et le stade tumoral au diagnostic, celui-ci ne permet donc pas
d’expliquer nos données de survie. Par contre, Benatti et al ont montré que les patients avec
un syndrome de Lynch présentaient un meilleur pronostic que ceux avec une tumeur MSI
d’origine sporadique.130 Or nous avons montré que la taille de la délétion du T17 d’HSP110
¢tait en partie conditionnée par I’origine du déficit du MMR. Il est donc possible que ce soit
lorigine sporadique ou héréditaire qui influe sur le pronostic et non le ratio
d’HSP110AE9 / HSP110. Il faudrait donc stratifier nos données de survie en fonction de
I’origine du déficit pour évaluer si pour un méme type de déficit, le ratio
d’HSP110AE9 / HSP110 a une influence sur la survie.

Les protéines de choc thermique étant généralement surexprimées dans les cancers, leur
impact sur la résistance aux molécules de chimiothérapie a déja été étudié. La majorité des
études portent sur HSP27 et HSP70, et on ne retrouve pas de travaux sur HSP110. Les
données des différents travaux sont relativement concordantes, et montrent que
I’augmentation de I’expression des HSP est associée en général a une résistance aux
molécules de chimiothérapie. En 2007, Choi et al ont étudié HSP27 dans des lignées
cellulaires de cancers colorectaux traitées par irinotécan.'>? Ils observent une expression
d’HSP27 plus importante dans les cellules résistante a I’irinotécan que dans les cellules
sensibles. Plus récemment, I’équipe de Nakamura a mis en évidence un résultat similaire dans

des cellules de cancer pancréatiques traitées par gemcitabine.™?

L’augmentation d’HSP27 a
également été associée a une moindre sensibilité au 5-FU dans des lignées cellulaires de
cancers colorectaux. Il apparait que la CI50 du 5-FU est 10 fois supérieure dans les lignées
cellulaires de CCR sur-exprimant HSP27, que dans celles I’exprimant & un taux normal.
Grivicich et al, ont également montré que 1’accumulation d’HSP70 protégeait les cellules de

I’apoptose induite par un traitement a base de 5-FU.™* Dans cette étude, les auteurs suggérent
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que c’est le traitement par 5-FU qui est a ’origine de I’induction de I’expression d’HSP70.
Ainsi, la capacité d’une cellule a induire I’expression des HSP peut également étre un moyen
de résistance aux molécules anti-cancéreuses. Les études portant sur 1’inhibition des HSP,
confirment leur role protecteur contre la chimiothérapie. Mc Namara et al montrent que
I’inhibition d’HSP90 est a [Dorigine d’une augmentation de [’apoptose en diminuant
I’expression de Bcl-2, et sensibilise les cellules aux inhibiteurs de topo-isomérase.™ Certains
travaux montrent également 1’efficacité anti-tumorale propre des inhibiteurs de HSP dans des

156, 157 ot dans des hémopathies malignes.”®® *° La plupart des études

tumeurs solides
s’accordent a dire que le mécanisme de résistance aux molécules de chimiothérapie associé a
la surexpression d’HSP est un mécanisme aspécifique. Ils évoquent que cette diminution de
sensibilité des cellules tumorales résulte principalement d’une inhibition de 1’apoptose, avec
notamment une diminution de I’activité des caspases. In vitro, Dorard et al, ont montré
qu’HSP110AE9 inhibait les fonctions d’HSP110. lls observent que, de maniere générale,
I’expression du variant tronqué d’HSP110 est associée a une augmentation de 1’apoptose,
avec une augmentation du clivage de la protéine PARP d’autant plus importante que
I’expression d’HSP110AE9 est élevée.® 11 apparait que ce phénoméne est amplifié lors des
traitements par 5-FU ou oxaliplatine. L’inhibition d’HSP110 est donc bien a I’origine d’une
augmentation de la sensibilité des cellules aux molécules de chimiothérapie. La méme équipe
a étudié la pertinence clinique du taux d’expression d’HSP110AE9 / HSP110 chez 28 patients
présentant un CCR de stade Il ou Ill, et traités par chimiothérapie. Ils observent une survie
sans récurrence plus grande chez les patients présentant une expression
d’HSP110AE9 / HSP110 supérieure a 75% (HSP110AE9-H), et concluent que ce ratio est un
marqueur prédictif de réponse a la chimiothérapie. Cependant, ces résultats sont a nuancer car
il s’agit d’une étude rétrospective réalisée sur seulement 28 patients (12 HSP110AE9-H et 16
HSP110AE9-L) dont 86% présentaient une tumeur de stade I11. Les résultats seraient donc a
confirmer pour les autres stades tumoraux. D’autre part, il apparait que les patients ont
bénéficie de protocoles de chimiothérapie différents : 16 FOLFOX, 9 LV5FU2 et 3 XELOX +
bevacizumab. Dans le groupe exprimant fortement HSP110AE9, deux tiers des patients ont
été traités selon le protocole FOLFOX, contre seulement 50% des patients dans le groupe
HSP110AE9-L. L’influence d’HSP110AE9 / HSP110 en fonction du type de chimiothérapie
n’a pas ¢été explorée, probablement a cause des faibles effectifs dans chaque groupe.
Malheureusement, nous n’avons pas pu étudier le caractére prédictif d’HSP110AE9-H
initialement prévu dans notre travail. En effet, dans notre population de patients présentant un

CCRm, sur les 6 patients présentant une tumeur MSI, un seul individu présentait une forte
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expression d’HSP110AE9, ce qui ne permettait pas de réaliser une analyse de survie. Dans la
deuxiéme population de patients, I’hétérogénéité des traitements regus par les patients, que ce
soit en terme de chirurgie, radiothérapie et chimiothérapie, rendait impossible I’étude de la

réponse a la chimiothérapie en fonction de I’expression d’HSP110AEO.
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6 Conclusion et perspectives

L’étude du microsatellite T17 de I’intron 8 d’HSP110, a ’aide d’une technique simple
associant la PCR et I’analyse de fragment, n’a pas mis en évidence un polymorphisme
important entre les différents patients, soulignant I’intérét probable de cette répétition se
trouvant pourtant dans une région non codante. Au niveau tumoral, nous confirmons
I’absence de délétion du T17 d’HSP110 chez les patients présentant un CCR MSS, méme
pour des stades avancés. Par contre, on ne retrouve pas systématiquement de délétion du T17
dans les tumeurs affichant un déficit du MMR, ce qui contraste avec les résultats de 1’é¢tude
princeps. Les données obtenues suggerent que la taille de la délétion est indépendante du
stade tumoral, mais est influencée par le type de protéine du MMR déficitaire. Pour compléter
ces résultats, il serait intéressant de différencier au sein du groupe présentant un déficit de
MLH1, ceux présentant une inactivation épigénétiqgue du géne de ceux présentant une
mutation héréditaire de MLH1, pour voir s’il existe une différence. On observe que la délétion
du T17 de I'intron 8 d’HSP110, quelle que soit sa taille, est a ’origine d’une anomalie
d’épissage, et conduit a 1’obtention d’une protéine tronquée HSP110AE9. L’expression du
variant tronqué d’HSP110 est variable en fonction des patients, et nous constatons, a la fois
dans les lignées cellulaires et les tumeurs, que plus la délétion est grande, et plus le ratio
HSP110AE9 / HSP110 est eélevé. En ce qui concerne les analyses de survie, on n’observe pas
de différence entre les patients avec CCRm MSI et ceux avec un CCRm MMS, méme s’il
semble qu’un systéme du MMR efficace soit de meilleur pronostic dans notre population.
Cette observation est en accord avec les conclusions de la littérature qui montrent que
contrairement aux tumeurs moins avancé, le phénotype MSI est associé a une moins bonne
survie chez les patients métastatiques. D’autre part, le ratio HSP110AE9 / HSP110 élevé était
décrit comme un marqueur de bon pronostic, et nous ne confirmons pas ce résultat. Les
données de notre travail suggerent méme I’effet inverse avec une meilleure survie chez les
patients exprimant peu HSP110AE9. Enfin, nous n’observons pas de différence de réponse a
la chimiothérapie selon le protocole FOLFIRI-CETUX entre les patients avec une tumeur
MSI et ceux présentant une tumeur MSS. Malheureusement, compte tenu des faibles effectifs
ou de I’hétérogénéité des données, il nous a été impossible d’évaluer I’influence du ratio

HSP110AE9 / HSP110 sur la réponse a la chimiothérapie.

Les résultats de notre travail nuancent les conclusions affichées par la premiére étude, et
incitent a la réalisation d’études complémentaires. Sur le plan fondamental, il serait nécessaire

de déterminer les mécanismes de régulation de 1’expression d’HSP110AE9, avec notamment
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I’influence de I’origine de I’instabilité microsatellite, mais ¢galement de préciser son action au
niveau cellulaire et expliciter la maniére dont il influe sur la pharmacologie des différentes
molécules de chimiothérapie Par ailleurs, il faudrait valider la pertinence clinique du ratio
HSP110AE9 / HSP110 en tant que marqueur pronostic et/ou prédictif de réponse a la
chimiothérapie a base de 5-FU dans le cancer colorectal. Il faudrait envisager la réalisation
d’une étude clinique prospective pour étudier I’efficacité de différents protocoles de
chimiothérapie en fonction des caractéristiques du patient et de la tumeur (statut MSI/MSS,
origine de l’instabilité microsatellite, taux d’expression de HSP110AE9). Enfin, on doit
envisager I’inhibition d’HSP110 comme un nouvel axe de recherche pharmacologique pour la
potentialisation de la chimiothérapie dans le cancer du cbdlon. Actuellement, de nombreuses
études précliniques et cliniques évaluent I’efficacité d’inhibiteurs des HSP dans le traitement
de certains cancers, notamment ciblant HSP27 et HSP90."° Il semble que I’inhibition
d’HSP110 par HSP110AE9 augmente la sensibilité des cellules a la chimiothérapie. Plusieurs
axes de recherche peuvent étre envisagés : stimulation de I’expression d’HSP110AE9 au
détriment d’HSP110 dans les cellules MSI, et recherche d’autres inhibiteurs d’HSP110

pouvant potentialiser la chimiothérapie dans les cellules MSS.
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Annexes

Annexe 1 : Pyrogrammes du séquengage d’une partic du géne BRAF. A. Pyrogramme obtenu a partir d’une tumeur présentant un géne BRAF
sauvage. On observe la séquence GTGAATC. B. Pyrogramme obtenu a partir d’une tumeur présentant la mutation V60OE du géne BRAF. On
observe la séquence GAGAATC
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Annexe 2 : Exemple d’électrophorégramme obtenu par analyse de fragment des produits de RT-PCR multiplex pour la lignée cellulaire de
cancer colorectal LS174T. Le logiciel GeneMapper identifie automatiquement les différents fragments avec par ordre de migration : HSP110,

HSP110AE9 et la 32-microglobuline.
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Annexe 3 : Caractéristiques des 120 tumeurs présentant un phénotype microsatellite instable.

. Taux
sexe Localisation Nombre de Déficit du M;:?a;;?n Délétion du T17 HSP110AE9 /
tumorale marqueurs MSI | MMR en IHC (pb) HSP110
V600E
(%)
1 M colon 5 MSH2 non 5 ND
2 F colon 5 MLH1 oui 4 ND
3 M colon 1 MLH1 non 0 0
4 F célon 5 MLH1 oui 6 38,8
5 M colon 5 PMS2 non 4 ND
6 M colon 5 Multiple non 6 9
7 M colon 4 MSH2 non 3 ND
8 M cblon 5 MSH6 oui 2 ND
9 M coOlon 5 ND non 4 22,9
10 M colon 4 ND oui 5 ND
11 F colon 5 MLH1 non 3 ND
12 F coOlon 5 MLH1 oui 4 ND
13 F c6lon 5 MLH1 non 0 0
14 M cOlon 5 MLH1 oui 3 7,2
15 M cOlon 4 MLH1 oui 3 ND
16 M c6lon 5 MSH6 non 4 ND
17 F c6lon 5 MLH1 non 5 ND
18 M c6lon 5 MLH1 oui 4 71
19 M cblon 5 MSH?2 non 4 2,5
20 F c6lon 5 MLH1 non 3 ND
21 F c6lon 4 MLH1 oui 2 ND
22 M c6lon 5 ND oui 4 23
23 F c6lon 4 MLH1 non ND ND
24 F c6lon 5 MLH1 oui 4 11
25 F c6lon 5 PMS2 non 5 ND
26 F colon 5 MLH1 oui 4 7,25
27 F c6lon 5 MLH1 non 4 ND
28 F c6lon 5 ND non ND ND
29 F colon 5 MLH1 non 5 62,3
30 F c6lon 5 ND oui 5 ND
31 F c6lon 5 MLH1 oui 3 9
32 M célon 5 MLH1 non 4 2,5
33 F c6lon 5 MLH1 oui 2 ND
34 F c6lon 5 MLH1 oui 1 ND
35 F c6lon 5 MLH1 oui 5 ND
36 F rectum 5 MLH1 non 5 66,8
37 M coélon 3 MSH6 non 2 2,5
38 M c6lon 5 MLH1 non ND ND
39 M co6lon 5 MSH2 non 1 ND
40 F rectum 5 MLH1 non 5 ND
41 M co6lon 5 ND oui 3 ND
42 F colon 5 MLH1 non 5 ND

94




Taux

sexe Localisation Nombre de Déficit du M;::;;?n Délétion du T17 HSP110AE9 /
tumorale marqueurs MSI | MMR en IHC (pb) HSP110
V600E

(%)
43 F colon 5 MLH1 oui 4 ND
44 F colon 5 MLH1 oui 3 20
45 F colon 4 MLH1 non 3 ND
46 F célon 5 MLH1 oui 3 16,5
47 F colon 5 MSH6 non 0 2,5
48 F colon 5 MLH1 oui 4 20
49 M colon 5 ND non 5 ND
50 M coOlon 5 ND non 3 2,5
51 F colon 5 Multiple non 5 13
52 M colon 5 MLH1 non 6 ND
53 F cblon 5 MLH1 oui 5 ND
54 M cblon 5 MSH6 non 3 ND
55 M cblon 1 ND oui 0 0
56 F cOlon 5 MLH1 oui 4 101,5
57 M c6lon 5 MLH1 non 3 ND
58 M c6lon 5 MSH2 non 4 ND
59 F c6lon 4 ND non ND 21
60 F cOlon 5 MLH1 oui 4 20,4
61 M cblon 5 ND non 2 2,5
62 F c6lon 4 PMS2 non ND ND
63 M c6lon 5 MLH1 non 6 ND
64 M c6lon 5 MSH6 non 1 ND
65 F c6lon 5 MLH1 non 4 ND
66 F c6lon 5 MSH6 non 3 17
67 F c6lon 5 ND non 2 ND
68 F c6lon 5 MLH1 non 4 ND
69 M c6lon 5 MLH1 non 5 ND
70 F colon 5 MLH1 oui 6 26,5
71 F colon 5 MLH oui 1 2,5
72 F c6lon 5 MLH1 oui 4 ND
73 F colon 5 MLH1 non 3 11,8
74 M coélon 5 MLH1 oui 4 2,5
75 M c6lon 5 MLH1 oui 2 ND
76 F c6lon 5 MLH1 oui 3 28
77 F c6lon 5 ND non 6 ND
78 M c6lon 5 MSH6 non 4 56
79 F c6lon 5 MLH1 non 4 ND
80 F c6lon 5 MLH1 oui 3 21
81 F c6lon 4 MLH1 oui 4 23
82 M co6lon 5 MLH1 oui 4 105
83 M c6lon 5 MLH1 oui 6 ND
84 M coélon 4 MLH1 non ND 2,5
85 M célon 5 MSH2 non 4 2,5
86 M coOlon 3 MSH2 non 4 24
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Taux

sexe Localisation Nombre de Déficit du M;::;;?n Délétion du T17 HSP110AE9 /
tumorale marqueurs MSI | MMR en IHC (pb) HSP110
V600E

(%)
87 M colon 5 MSH2 non 5 16
88 F coOlon 5 MLH1 oui 4 35,15
89 F colon 5 Multiple oui 4 ND
90 M colon 5 MLH1 oui 7 ND
91 M colon 5 Multiple non 2 ND
92 M cOlon 5 MSH2 non 3 15,8
93 F colon 5 MSH6 non 3 ND
94 F colon 4 MSH?2 non 6 ND
95 F cblon 5 Multiple oui 5 ND
96 F colon 5 MLH1 oui 1 ND
97 M colon 5 MLH1 non 4 ND
98 F coOlon 5 MLH1 non 4 ND
99 F colon 5 ND non 3 ND
100 M c6lon 5 MSH?2 non 4 35,5
101| M c6lon 5 MSH2 non 4 10
102 | M coélon 5 MSH6 non 4 19,1
103 F coOlon 5 MLH1 oui 5 32
104 | M cOlon 2 Multiple non ND ND
105| M c6lon 5 MSH2 non 4 112
106 | F c6lon 5 MLH1 oui 2 5
107 | F c6lon 5 PMS2 oui 5 ND
108 F cblon 5 MLH1 non 5 108,25
109| M c6lon 5 MLH1 non 5 ND
110 | F c6lon 5 PMS2 non 4 ND
111 | M c6lon 5 ND non ND ND
112 | M c6lon 5 MLH1 oui 8 ND
113 | F c6lon 5 MLH1 non 5 ND
114| M c6lon 5 ND non 5 ND
115| M cblon 5 ND non 1 20,5
116 | M cblon 5 ND oui 4 ND
117 | F colon 5 ND non 5 104,5
118 | M célon 5 ND non 5 16,7
119 | M célon 5 MLH1 oui 7 14,6
120 M rectum 5 ND oui 4 ND

Tableau récapitulant, pour chaque patient présentant une tumeur colorectale de phénotype MSI, le
nombre de marqueurs microsatellites instables, le type de protéine déficitaire en immunohistochimie
(IHC), la différence de taille du T17 entre le tissu sain et la tumeur, le statut BRAF, ainsi que le taux
d’expression d’HSP110AE9 / HSP110.
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