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F-UTP: fluorouridine triphosphate 

gARN: guiding RNA ou ARN guide 

GST: glutathion s-transférase  

HER: human epidermal growth factor receptor 

HNPCC: hereditary non-polyposis colorectal cancer ou cancer colorectal héréditaire sans 

polypose 

HR : recombinaison homologue 

HRAS: Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog 

ICD: immunogenic cell death ou mort cellulaire immunogène 

IgG: immunoglobuline G 

KRAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 

L-OHP: oxaliplatine 

Mab: monoclonal antibody ou anticorps monoclonal 

MDM-2: mouse double minute 2 homolog 

MDR : multidrug resistance 

MMR: mismatch repair ou réparation de mésappariement  

MRP2: multidrug resistance-associated protein 2 (aussi appelé ABCC2) 

MSI: microsatellites instability ou instabilité microsatellitaire 

MSI-H et MSI-L: high and low MSI ou instabilité microsatellitaire forte ou légère 

MSS: microsatellites stables 

NER: nucleotide excision repair ou réparation par excision de nucléotides  
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NHEJ: non homologous end-joining ou jonction d’extrémité non homologue 

NRAS: Neuroblastoma rat sarcoma viral oncogene homolog 

PAF: polypose adénomateuse familiale 

PCR: polymerase chain reaction ou amplification en chaîne par polymérase  

PDX: patient derived xenograft 

PFS: progression free survival ou survie sans progression 

PI3K: phosphoinositide 3-kinase 

RAC1: Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 

ROR2: receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 2 

RPA: replication protein A ou protéine de réplication A 

SiRNA: Short interfering RNA ou petits ARN interférents 

ShRNA: Short hairpin RNA ou petit ARN en épingle à cheveux 

SNP: single nucleotide polymorphism ou polymorphisme nucléotidique 

ssDNA: single stranded DNA ou ADN simple brin 

TAS-102: trifluridine + tipiracil 

TGF-α: transforming growth factor alpha 

TNM: tumor, node, metastasis ou tumeur, ganglion lymphatique, métastase 

TNNI3K: cardiac troponin I-interacting kinase 

TS: thymidilate synthase  

TP: thymidine phosphorylase 

Topo I: topoisomérase I 

UFT: tégafur uracile 

VEGF: vascular endothelial growth factor ou facteur de croissance de l’endothélium 

vasculaire 

VHL: Von Hippel Lindau 

XRCC1: X-ray cross complementing group 1  

YSK4: Yeast Sps1/Ste20-Related Kinase 4 ou MAP3K19 mitogen activated protein kinase kinase 

kinase 19  
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1 Le cancer colorectal  

1-1 Anatomie  

Le gros intestin (côlon et rectum) constitue la dernière partie du système digestif. 

Après absorption des éléments nutritifs par l’intestin grêle, l’eau contenue dans les déchets 

issus de l’alimentation y est absorbée jusqu’à obtention des selles qui passeront par le 

rectum avant d’être évacuées par l’anus. 

 Le côlon, situé dans l’abdomen, se divise en quatre segments : le côlon droit relié à 

l’intestin grêle par le caecum, le colon transverse, le colon gauche et le colon sigmoïde qui 

relie le colon gauche au rectum (Figure 1). La paroi des différents segments du côlon est 

constituée de quatre couches qui se superposent : la muqueuse, la sous-muqueuse, la 

musculeuse et la couche séreuse (de la plus interne vers la couche externe) 1. 

 

Figure 1 : Localisation et segmentation du côlon 
1 
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1-2 Cancérogénèse  

Le polype adénomateux est une excroissance de cellules sur la muqueuse colique : 

c’est une tumeur bénigne. Tous les polypes ne deviennent pas cancéreux cependant, après 

une évolution lente, certaines cellules peuvent accumuler des mutations les rendant 

malignes. Plus de 80 % des cancers colorectaux sont issus de polypes adénomateux. Lorsque 

les cellules tumorales prolifèrent, elles envahissent progressivement les différentes couches 

de la paroi du côlon. Certaines cellules cancéreuses peuvent également acquérir la capacité 

de coloniser d’autres organes formant des métastases. 

 On appelle cancer colorectal toute tumeur se développant dans le gros intestin ; les 

tumeurs du côlon et du rectum possédant les mêmes caractéristiques.2 

 

 1 -2 -1  Les formes familiales 

Il est désormais admis que près d’un tiers des cancers colorectaux (CCR) peuvent être 

considérés comme familiaux. Parmi eux, plus de 20 % ne sont pas reliés à un syndrome 

clairement défini 3. En effet, les descendants des personnes atteintes par ces cancers 

présentent un risque plus important de développer un cancer colorectal que la population 

générale. La part restante (environ 5 %) de ces cancers familiaux est associée à des 

mutations très pénétrantes et à un tableau clinique bien défini.  

Les formes familiales de cancer colorectal les plus couramment rencontrées et les 

mieux décrites sont le cancer colorectal héréditaire sans polypose (HNPCC) ou syndrome de 

Lynch et la polypose adénomateuse familiale (PAF). Celles-ci prédisposent majoritairement 

au cancer colorectal mais également à d’autres types de cancers de part la présence de 

mutations dans l’ensemble des cellules de l’organisme 4-5. 

 Le syndrome de Lynch représente 2 à 4 % des CCR. Les personnes atteintes par ce 

syndrome ont un risque très élevé (entre 50 et 80 %) de développer un CCR au cours de leur 

vie 6,7. Les tumeurs surviennent précocement comparées aux CCR sporadiques et 

histologiquement celles-ci sont peu différenciées et mucineuses. Les mutations transmises 

dans ce syndrome concernent les gènes de réparation des mésappariements de l’ADN 
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(MMR) et sont à l’origine de tumeurs comportant une forte instabilité des microsatellites (H-

MSI) 8. 

 La polypose adénomateuse familiale est la seconde forme familiale la plus rencontrée 

de CCR et résulte d’une mutation autosomique dominante du gène APC (adenomatous 

polyposis coli). Ce syndrome se caractérise par l’envahissement du côlon par des centaines 

voire des milliers de polypes. Ces polypes se développent dès l’adolescence entrainant chez 

les individus non traités un CCR diagnostiqué en moyenne à 39 ans 9. Les patients à risques 

sont donc suivis dès la préadolescence (10-12 ans) par des coloscopies régulières. Si l’aspect, 

la taille ou le nombre de polypes deviennent inquiétants, ces patients subissent différents 

types de colectomies préventives 10. 

 

 1-2-2 La forme sporadique 

 Les CCR sporadiques représentent 75 à 80 % des CCR totaux. Cependant, comme dit 

précédemment, environ 20 % des cancers sporadiques peuvent être considérés comme 

« familiaux » bien qu’ils ne soient pas apparentés à un syndrome familial identifié3.  

 La carcinogénèse sporadique est divisée en deux classes, la première induite par une 

instabilité chromosomique (CIN) et la seconde caractérisée par une instabilité des 

microsatellites (MSI). 

 

 a- La voie canonique: l’instabilité chromosomique 

La voie canonique, aussi appelée CIN ou microsatellites stables (MSS) représente 

environ 85 % des cancers sporadiques.  

Pour décrire cette voie, le modèle de Fearon et Vogelstein 11 est une référence. Il 

associe les évènements génétiques à l’évolution morphologique de la tumeur (figure 2). Les 

caractéristiques de ce modèle sont principalement des mutations de gènes suppresseurs de 

tumeur tels que : APC, p53 et DCC ainsi que de l’oncogène KRAS. La voie CIN comporte 

également une fréquence élevée de perte d’hétérozygotie impliquant les bras 

chromosomiques 5q, 8p, 17p et 18q 12. 
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Figure 2: Carcinogénèse colique induite par instabilité chromosomique (figure adaptée de Moran et al.
12

) 

 

 Le gène APC est muté dans la majorité des CCR sporadiques dès les stades précoces. 

La transmission héréditaire de sa mutation est à l’origine de la PAF (Cf : 1-2-1 Forme 

familiale). La protéine APC joue un rôle dans la voie Wnt qui contrôle de nombreux gènes 

tels que des régulateurs du cycle cellulaire (Cycline D, c-Myc) et certains gènes liés à la 

progression tumorale (MMP-7, MMP-26). La mutation d’APC conduit à une activation 

constitutive de la voie Wnt. La protéine APC est également impliquée dans différents 

processus de régulation du cytosquelette. Son absence peut altérer la migration cellulaire et 

l’alignement des chromosomes durant la mitose 13. Ainsi, La mutation du gène APC initie le 

premier stade de la carcinogénèse colique. 

 Les gènes KRAS et DCC (deleted in colorectal cancer) sont les cibles de mutations 

durant la progression de l’adénome colique. Ils sont respectivement mutés dans 35 à 42 % et 

70 % des CCR 14,15. KRAS est un proto-oncogène, effecteur de la voie du récepteur du facteur 

de croissance épidermique (EGFR), impliqué dans la prolifération cellulaire et la survie. Son 

rôle sera plus amplement étudié dans la partie consacrée aux traitements anti-EGFR (partie 

1-4-2). Dans 40 % des cas, la mutation de KRAS se situe sur les codons 12 ou 13 et conduit à 

une activation constitutive de la voie EGFR 16. Les cellules coliques prolifèrent alors plus 

rapidement que les cellules coliques dites « normales ».  
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 La mutation du gène suppresseur de tumeur p53 lève le dernier frein à la 

carcinogénèse. Il est muté dans près de 50 % des cancers humains (toutes tumeurs 

confondues) et transforme l’adénome avancé non-invasif en cancer invasif.  

 Dans la carcinogénèse colorectale, son taux de mutation augmente au fil de la 

progression tumorale et atteint 75 % dans les CCR invasifs. La protéine p53 est considérée 

comme la « gardienne du génome ». Son activité est cruciale pour le maintien de l’intégrité 

du génome du fait de son contrôle sur le cycle cellulaire. P53 est majoritairement régulée 

par MDM-2, l’ E3 ubiquitine ligase qui à l’état cellulaire basal induit une dégradation 

continue de p53 17.  

 Á la suite de divers stress (UV, stress osmotique, oxydatif, chimique) qui conduisent à 

des dommages à l’ADN, la protéine p53 est stabilisée et s’accumule dans la cellule. Elle subit 

alors des modifications post traductionnelles lui conférant la capacité de ralentir ou stopper 

le cycle cellulaire pour permettre l’intervention des systèmes de réparation de l’ADN. Dans 

le cas où les dommages à l’ADN seraient trop importants pour être réparés, p53 induit 

l’apoptose ou « mort programmée » de la cellule 18,19. En effet, en condition physiologique, 

ce sont les modifications post-traductionnelles subies par p53 qui déterminent sa stabilité 

ainsi que son activation. Dans le modèle d’activation classique, à la suite d’un stress, il est 

admis que les phosphorylations N-terminales situées sur la serine 15 et 20 induisent 

rapidement une stabilisation de p53 en inhibant son interaction avec MDM-2 et donc sa 

dégradation. Ce sont principalement les kinases chargées de la détection des dommages à 

l’ADN qui sont à l’origine de ces phosphorylations, à la suite desquelles p53 se lie à l’ADN et 

active la transcription de ses gènes cibles, ceux-ci détermineront le devenir de la cellule 

(figure 3). La régulation de p53 est complexe : son activation dépend essentiellement des 

phosphorylations, acétylations et autres modifications post-traductionnelles de cette 

protéine. Cependant, en cancérologie, elle dépend également de la régulation de ses 

facteurs de répression tel que MDM-2 20.  

 Il est donc évident que les mutations de p53 provoquent une dérégulation 

importante du cycle cellulaire et de l’apoptose dans les cellules cancéreuses. 
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Figure 3 : Modèle classique d'activation de p53. 1-stabilisation de p53, 2-liaison à l’ADN, 3-transcription des 

gènes cibles
20

. 

 

 Enfin, il est important de préciser que dans ce modèle de carcinogénèse, toutes les 

mutations et pertes chromosomiques évoquées peuvent ne pas coexister. En effet, outre le 

niveau d’expression des protéines (APC, KRAS, P53 …), ce sont leurs rôles dans la cellule qui 

sont ciblés par ces mutations pour permettre aux cellules cancéreuses de croître au profit du 

tissu sain. Ainsi, une tumeur ne présentant pas de mutation du gène APC aura souvent une 

mutation au niveau du gène de la β-caténine (protéine clef de la voie Wnt) engendrant un 

effet similaire 12. 

 

 b- L’instabilité des microsatellites 

 Peu après la publication du modèle de Fearon et Vogelstein en 1992 11, l’équipe du 

Pr . Perucho a utilisé la technique de réaction en chaine par polymérase (PCR) dans le but 

d’amplifier des extraits d’ADN provenant de tumeurs colorectales et de tissus sains de 

mêmes patients pour comparer leurs différences chromosomiques. C’est ainsi que dans plus 

de 10 % des tumeurs, des milliers de courtes délétions dans des séquences répétées de 

l’ADN ont été observées.  

La présence de ces dernières était négativement corrélée avec les mutations des 

gènes KRAS et p53, mettant en évidence une voie alternative à l’instabilité chromosomique 

dans la cancérogénèse colorectale. Les auteurs avaient dès lors évoqué un lien possible avec 

le syndrome de Lynch (cf: 1-2-1 Forme familiale). En effet, ces tumeurs possèdent des 

caractéristiques communes telles que le développement dans le colon proximal et des 
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cellules peu différenciées 21. Dans le même temps, Thibodeau et al. observent également 

une instabilité des microsatellites dans 28 % des 90 CCR étudiés, non corrélée à des pertes 

d’hétérozygotie 22. 

 Les cas de cancérogénèse qui se développent par instabilité des microsatellites (MSI) 

représentent environ 15 % des CCR sporadiques. Á l’instar du syndrome de Lynch, des 

défauts dans le système de réparation des mésappariements (MMR) de l’ADN sont à 

l’origine de ces tumeurs. Le phénotype méthylateur des ilots CPG (CIMP) est à l’origine des 

tumeurs sporadiques de types MSI. Dans la majorité des cas, c’est le gène MLH-1, principal 

acteur du MMR chez l’homme, qui est inactivé par méthylation de son promoteur 23.  

 Il existe deux classes de cancers MSI : la classe MSI-High (MSI-H) présentant un fort 

degré d’instabilité des microsatellites et la classe MSI-Low (MSI-L) considérée comme étant à 

l’interface entre MSI-H et MSS. Désormais les classifications font davantage référence à MSI-

H versus non MSI-H. L’utilisation d’un panel de marqueurs des microsatellites selon les lignes 

directrices de Bethesda24 permet de déterminer qu’une tumeur présentant plus d’un 

microsatellite et/ou plus de 30 % du panel utilisé muté appartient à la classe MSI-H, 

présentant des caractéristiques cliniques similaires au syndrome de Lynch. Les tumeurs pour 

lesquelles un microsatellite ou moins de 30 % du panel est muté font parties des MSI-L qui 

présentent des caractéristiques cliniques communes aux tumeurs MSS. Enfin, outre l’apport 

dans la compréhension des caractéristiques génétiques et moléculaires caractérisant les 

CCR, ces sous-groupes permettent de mettre en évidence que les tumeurs MSI-H sont de 

meilleur pronostic 25.  
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1-3 Classifications et épidémiologie du cancer colorectal 

 1-3-1 Degrés de classification des CCR 

  a- La détermination du stade 

Lors du diagnostic, le stade du cancer est déterminé. Celui-ci reflètera l’étendue de la 

maladie dans l’organisme et sera important dans le choix de la stratégie thérapeutique à 

adopter. La classification TNM (tumor/ node/ metastasis) ou (tumeur/ ganglion 

lymphatique/ métastase) est largement utilisée pour déterminer le stade d’un CCR. Les trois 

critères principaux utilisés pour définir le stade de la maladie sont : 

- La taille et la profondeur de la tumeur 

- Le degré d’atteinte des ganglions lymphatiques 

- L’absence ou la présence de métastases 

 Les trois premiers stades représentent les différents niveaux d’envahissement du 

tissu du côlon ou du rectum sans atteinte de ganglions lymphatiques ni d’autres tissus à 

distance. Au stade III un ou plusieurs ganglions lymphatiques sont envahis et au stade IV un 

ou plusieurs foyers tumoraux sont observés à distance de la tumeur primaire (Figure 4) 26. 

 

 

Figure 4 : Les stades du cancer colorectal 
26
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 Des sous-classes peuvent compléter cette classification en fonction de l’étendu ou du 

nombre de lésions. Ainsi selon la classification ESMO (société européenne d’oncologie 

médicale), le stade II comporte deux sous-groupes distinguant les tumeurs ayant ou non 

envahi le péritoine. Le stade III contient, quant à lui, trois sous-groupes selon 

l’envahissement local de la tumeur et le nombre de ganglions lymphatiques atteint par les 

cellules cancéreuses (tableau 1). 

 Á la suite d’une biopsie ou d’une résection tumorale, les examens 

d’anatomopathologie peuvent s’avérer d’une aide précieuse pour préciser le stade de la 

maladie mais également le type de lésion cancéreuse dont souffre le patient. Ces données 

permettent de « grader » les lésions cancéreuses en fonction du degré de différences entre 

tissu sain et tissu tumoral : plus les deux tissus sont différents morphologiquement et plus le 

grade (de 1 à 4) est élevé 27.  

 

Tableau 1 : Classification TNM 
27
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 b- Des différentes classifications moléculaires au consensus 

La corrélation entre le statut MSI-H des tumeurs et leur meilleur pronostic a été un 

premier pas dans la classification moléculaire des CCR. Le développement des puces ADN à 

la fin des années 90 a permis d’engendrer un grand nombre de données de transcriptome. 

La première comparaison entre le transcriptome de tissus sains et de tissus tumoraux fût 

appliquée au cancer du sein28. C’est donc grâce à des approches transcriptomiques que 

plusieurs classifications moléculaires du CCR ont été publiées entre 2012 et 2014. Chacune 

de ces classifications diffère dans leur cohorte de patients, leur type d’échantillons, ainsi que 

les puces ADN utilisées (tableau 2) et a donné lieu à des classifications différentes 

comprenant de trois à six sous-types de CCR. 

Tableau 2 : Caractéristiques des classifications moléculaires du CCR 

Auteurs 
Groupe dans l’étude 

consensus 
29

 

Nombres et types 

d’échantillons 
Sous-types obtenus 

Budinska et al.
30

 A 

1113 échantillons 
(congelés + inclusion en 

paraffine) 
 

CCR stade II et III 

Surface des cryptes 
Intérieur des cryptes 

CIMP 
Mésenchymateux 

Mixte 

Marisa et al.
31

 B 

443 échantillons 
(congelés) 

 
CCR stade I à IV 

C1- CIN faiblement immun 
C2- Défaut du MMR 

C3- Muté KRAS 
C4- Cellules souches cancéreuses 

C5- CIN (voie WNT suractivée) 
C6- CIN normal 

Roepman et al.
32

 C 

188 échantillons 
(congelés) 

 
CCR stade I à IV 

Type A 
Types B 
Type C 

De Sousa e Melo 

et al.
33

 
D 

90 échantillons 
(congelés) 

 
CCR stade II 

CCS1 
CCS2 
CCS3 

Sadanandam et 

al
34

 
E 

445 échantillons 
(congelés) 

 
CCR stade I à IV 

Inflammatoire 
Entérocyte 

Amplification transitoire 
Type globule 

Type cellule souche 

Schlicker et al.
35

 F 

62 échantillons 
(congelés) 

 
CCR stade II à IV 

1.1 
1.2 
1.3 
2.1 
2.2 
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 Afin d’éviter une cacophonie entre les différents modèles, les principaux auteurs de 

ces classifications se sont réunis en 2015 pour mettre au point un système de classification 

consensuel permettant de donner une base unique à l’étude de l’hétérogénéité tumorale 

dans le CCR.  

 Dans l’étude de Guinney et al. les six approches moléculaires (classées de A à F dans 

le tableau 2) ont été effectuées sur l’ensemble des échantillons (n =4 151 patients), chaque 

échantillon a donc reçu six classements. L’étude de l’interconnexion entre ces classements a 

permis de faire émerger 4 sous-types de CCR (CMS1, CMS2, CMS3 et CMS4). L’approche 

basée sur les interconnexions, a directement corrélé 78 % des échantillons à un sous-type, 

par le recours à une analyse plus avancée 7 % supplémentaires ont pu être assignés un sous-

type. Ainsi, 15 % des échantillons ne peuvent être attribués à un seul sous-type, la moitié se 

situant entre deux sous-types et l’autre moitié demeurent non classable 29.  

 Ce classement moléculaire permet ainsi de mettre en évidence des caractéristiques 

biologiques (tableau 3) et cliniques distinctes pour chaque sous-type. Pour ce qui est de la 

survie globale et de la survie sans progression, c’est le groupe CMS4 qui est de plus mauvais 

pronostic. Les patients CMS2 présentent la survie sans progression la plus favorable et le 

groupe CMS1 présente une faible survie après rechute29. Cliniquement, le modèle proposé 

est donc pertinent pour mettre en évidence des classes de patients à risques et guider de 

nouveaux essais cliniques corrélés aux caractéristiques moléculaires des tumeurs 36. De plus, 

cette étude consensuelle a permis de mettre en place un ensemble de programmes mis à 

disposition de la communauté scientifique pour analyser et classer de nouvelles cohortes de 

patients. 

 Cependant, l’utilisation de cette technique en routine clinique pour définir la prise en 

charge des patients reste pour l’instant trop coûteuse à mettre en place. Toutefois, les 

caractéristiques phénotypiques mises en évidence dans chaque sous-groupe pourraient être 

des indicateurs intéressants et simples à étudier par immunohistochimie, constituant ainsi 

un pas de plus vers la médecine de précision 37. 
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Tableau 3 : Différences biologiques significatives dans les sous-types moléculaires. Tableau traduit et adapté 

de Guinney et al.
29

 

CMS1 

MSI immun 

CMS2 

Voie canonique 

CMS3 

Métabolique 

CMS4 

Mésenchymateux 

14 % 37 % 13 % 23 % 

MSI, CIMP élevé, 

hypermutation 
CIN importante 

Certains MSI, CIMP 

faible, CIN faible 
CIN importante 

BRAF muté  KRAS muté  

Infiltration et 

activation immune 
Wnt et Myc activée 

Dérégulation 

métabolique 

Infiltration stromale 

Activation TGFβ, 

angiogénèse 

 

 

 1-3-2 Données épidémiologiques, diagnostic et prévention 

En France, le cancer colorectal (CCR) est le troisième cancer du point de vue de 

l’incidence chez l’homme (après le cancer de la prostate et le cancer du poumon). Chez la 

femme, il se classe en deuxième position après le cancer du sein. Chaque année, 43 000 

nouveaux cas de CCR sont recensés tout sexe confondu. Ce cancer représente la deuxième 

cause de décès par cancer en France chez l’homme après le cancer du poumon et la 

troisième cause de mortalité chez la femme après le cancer du sein et du poumon avec 

17833 décès estimés en 2015. Le CCR touche de façon majoritaire les personnes de plus de 

65 ans. 

Récemment les tendances de la survie globale ont augmenté. En effet, pour les 

cancers colorectaux diagnostiqués entre 2005 et 2010, la survie globale à 5 ans atteint 

désormais 63 % en France métropolitaine.  

 Au diagnostic la moitié des cancers colorectaux est déjà au stade régional ou avancé 

(III ou IV). C’est pourquoi depuis 2008, un programme national de dépistage du cancer 

colorectal a été mis en place. Celui-ci concerne les personnes de 50 et 74 ans avec un risque 
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moyen de CCR : il permet la détection de sang occulte dans les selles. En 2015 ce test a été 

perfectionné ; il est désormais plus simple d’utilisation et présente une sensibilité 

supérieure. Ainsi, ce programme permet une détection précoce des lésions cancéreuses, 25 

% sont détectées au stade précancéreux et plus de 60 % sont détectées avant le stade 

régional (III), donnant de meilleures chances de survie aux patients diagnostiqués 38. 
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1-4 Traitements du cancer colorectal 

Le CCR peut être traité selon différentes modalités (chirurgie, radiothérapie, 

chimiothérapies, thérapies ciblées). Les traitements du CCR dépendent du stade de la 

maladie, de sa localisation (zone du côlon, ou du rectum), de l’étendue de la lésion et de 

l’état général du patient. 

 Du stade 0 à I, la chirurgie est le traitement préférentiel car la tumeur est localisée et 

superficielle. En général, une colectomie visant à retirer la partie lésée du colon est 

proposée. Pour le rectum, seule la tumeur est retirée si elle est de petite taille ; dans les 

autres cas la partie du rectum touchée est retirée avec son tissu de soutien (mesorectum). 

 Pour Les stades suivants (II et III), la tumeur est profondément ancrée dans les tissus 

et peut avoir envahi les ganglions et organes voisins. La résection chirurgicale des tissus 

touchés et des ganglions qui en dépendent est effectuée. Si la tumeur se situe dans le côlon 

une chimiothérapie adjuvante (post chirurgie) est recommandée afin de réduire le risque de 

récidive pour les tumeurs agressives de stades II et pour les stades III. Lorsque le rectum est 

touché, la radiothérapie peut remplacer ou complémenter la chimiothérapie avant la 

chirurgie (traitement néoadjuvant) pour faire décroitre la tumeur et faciliter son ablation ou 

après celle-ci pour limiter les risques de récidive (traitement adjuvant).  

 La chirurgie peut également être employée pour traiter les cancers colorectaux de 

stade IV. En amont, des agents cytotoxiques peuvent être utilisés afin de réduire la taille des 

métastases et de faciliter l’exérèse. Lorsqu’il n’est pas possible d’opérer, la chimiothérapie 

constitue le traitement principal pour ralentir la progression ou faire régresser les tumeurs. 

Elle peut être complétée par d’autres traitements : les thérapies dites « ciblées ». Pour les 

cancers du rectum la radiothérapie peut être utilisée afin de diminuer les symptômes liés au 

cancer 39,40. 

 Le traitement du cancer colorectal métastatique est généralement composé de 

médicaments cytotoxiques aussi appelés agents antinéoplasiques (5-fluorouracile, 

oxaliplatine, irinotécan, capécitabine) et de thérapies ciblées, principalement anti-EGFR, et 

anti-VEGF (facteur de croissance de l’endothélium vasculaire). L’association de ces 

traitements compose les différents protocoles de chimiothérapies et de thérapies ciblées qui 
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sont proposés au patient en fonction de son état général et des caractéristiques de son 

cancer. Différents protocoles peuvent être prescrits à un patient, si sa tumeur devient 

résistante aux traitements ou si le protocole est mal toléré, chaque protocole correspondant 

à une « ligne de traitement ».  

 Les médicaments cytotoxiques peuvent être combinés entre eux, ainsi, 5-

fluorouracile (5-FU), leucovorine et oxaliplatine forment le protocole FOLFOX, 5-fluorouracile 

(5-FU), leucovorine et irinotécan composent le protocole FOLFIRI, enfin l’association 5-

fluorouracile (5-FU), leucovorine, Irinotécan et oxaliplatine est utilisée sous le nom de 

FOLFOXIRI ou FOLFIRINOX. Les premiers agents antinéoplasiques ont été approuvés dans le 

traitement du cancer colorectal depuis le début des années 90 et leur combinaison a permis 

d’augmenter significativement la survie des patients. Lors d’un changement de protocole de 

traitement, l’alternance des agents cytotoxiques est recommandée (ex : si le FOLFIRI était en 

première ligne, on recommandera le FOLFOX en second protocole et vice versa) 41. 

 Les premières thérapies ciblées ont été mises sur le marché dans les années 2000 et 

ont permis, en combinaison avec les chimiothérapies conventionnelles, d’améliorer la survie 

et/ ou d’augmenter le taux de réponse des patients. Elles sont désormais proposées dès la 

première ligne de traitement et leur choix dépend des caractéristiques de la tumeur.  

 Actuellement, les mutations des gènes KRAS et BRAF sont les seuls biomarqueurs 

utilisés dans le CCR, leur présence contre-indique l’utilisation des thérapies anti-EGFR 

(cétuximab, panitumumab). Dans ce cas, les thérapies anti-angiogéniques sont utilisées 

(bévacizumab, ramucirumab, aflibercept ou régorafénib). Enfin, le composé cytotoxique TAS-

102 (trifluridine-tipiracil), récemment approuvé peut être utilisé en troisième ligne de 

traitement 42,43 (figure 5 et 6). 

 Cette thèse étant axée sur les résistances aux agents antinéoplasiques et thérapies 

anti-EGFR utilisés dans le traitement du CCR, seuls les médicaments composant ces groupes 

seront décrits dans la suite de ce manuscrit. 
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Figure 5: Avancées et progrès des traitements du CCR métastatique 
42

 

 

 

Figure 6: Possibilités de traitement pour les patients atteints d'un cancer colorectal métastatique intégrant 

les caractéristiques moléculaires et le site anatomique dans le processus décisionnel 
43

. 
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 1-4-1 Médicaments cytotoxiques utilisés dans le traitement du CCR 

métastatique  

Contrairement à la chirurgie et à la radiothérapie qui sont des traitements dits 

« locaux ». Les antinéoplasiques ou médicaments cytotoxiques qui composent les protocoles 

à base de chimiothérapies sont des traitements systémiques car il cible toutes les cellules en 

prolifération de l’organisme. Les cellules tumorales ayant une prolifération rapide et 

anarchique sont donc préférentiellement touchées par ces traitements. Á l’état 

physiologique, certaines cellules ont une vitesse de prolifération élevée (ex : racines 

capillaires, cellules intestinales, cellules de la peau). Les antinéoplasiques, en 

endommageant ces cellules saines, peuvent causer divers effets secondaires, tels que : perte 

de cheveux, diarrhée et rash cutané. Dans certains cas, les effets secondaires sont trop 

sévères et nécessitent l’arrêt du traitement. Cependant, les médicaments cytotoxiques ont 

permis d’augmenter la survie voire de guérir un grand nombre de patients jusqu’alors 

condamnés. Certains médicaments, comme le 5-FU ou le méthotrexate constituent 

aujourd’hui encore des standards dans le traitement des cancers. 

 Généralement administré par perfusion lente dans une veine, le médicament 

cytotoxique peut également être délivré par voie orale ou dans la zone touchée par les 

lésions cancéreuses. C’est le cas au niveau du foie, siège de 40 à 60 % des métastases issues 

du CCR, on parle alors de chimioembolisation artérielle ou de chimiothérapie intra-artérielle 

44.  

 

 a- 5-fluorouracile/leucovorine 

Le 5-FU, synthétisé par Heidelberger dans les années 1950, est un analogue de 

l’uracile possédant un atome de fluor en position C5. Il fait partie de la classe des anti-

métabolites (figure 7). Dès 1957, son effet anti-tumoral est mis en évidence et la molécule 

fait rapidement l’objet d’essais cliniques 45,46. Les anti-métabolites ciblent les processus de 

synthèse biologique essentiels en les inhibant et en s’incorporant dans des macromolécules 

(ADN, ARN). Le 5-FU possède ces deux actions du fait de son analogie avec l’uracile. Il est 

capable d’altérer la synthèse de l’ARN, de l’ADN et cette molécule inhibe également une 
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enzyme : la thymidylate synthase (TS). L’effet de cet agent antinéoplasique s’effectue grâce à 

ces métabolites actifs : le fluorodéoxyuridine monophosphate (FdUMP), le 

fluorodéoxyuridine triphosphate (FdUTP) et le fluorouridine triphosphate (FUTP). Le FdUMP 

bloque l’activité de la TS, cette enzyme transforme le déoxyuridine monophosphate en 

déoxythymidine monophosphate (dTMP) nécessaire à la synthèse de l’ADN. Ainsi, les 

réserves de désoxyribonucléotide (dNTP) sont déstabilisées par manque de dTMP 

provoquant des dommages à l’ADN non réparés. Le F-UTP s’intègre dans l’ARN causant de 

graves dysfonctions dans la synthèse des protéines. Le 5-FU seul peut augmenter la médiane 

de survie des patients atteints de CCR métastatique de plus de 7 mois. Cependant, dans 

l’organisme, 80 % de la molécule est directement inactivée par les systèmes de détoxication 

de l’organisme 47. 

 Á la fin des années 80, de nouvelles recherches ont permis d’améliorer l’effet du 5-FU 

en le couplant à de l’acide folinique (leucovorine) qui potentialise le blocage de la TS. Dans 

cet essai, les patients atteints de CCR métastatique traités par 5FU + Leucovorine ont une 

médiane de survie de 12 mois. Outre l’amélioration de survie, cette combinaison augmente 

le taux de réponse et la qualité de vie des patients 48. C’est pourquoi le 5-FU est 

systématiquement associé à la leucovorine dans le traitement du CCR. 

 Il existe désormais des analogues du 5-FU, tels que la capécitabine ou le tégafur 

uracile (UFT) utilisés dans le traitement du cancer colorectal (figure 7). Ces prodrogues 

permettent de limiter la métabolisation du 5-FU et sont prises par voie orale 49. 

 

 

Figure 7: Le 5-fluorouracile et ses analogues utilisés dans le traitement du CCR 
50
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 b- Irinotecan 

L’irinotécan, dérivé de la camptothécine, fait partie de la classe des inhibiteurs de 

topoisomérase. La camptothécine (CPT) est une molécule aux propriétés anticancéreuses 

mises en évidence dans les années 60. Elle est issue du camptotheca acuminata, arbre utilisé 

en médecine chinoise. Dans les années 1970, la trop grande toxicité de la CPT lors d’essais 

clinique a momentanément stoppé les recherches sur cette molécule.  

 Plus tard, des études montreront que l’action anti-tumorale de la CPT passe par 

l’inhibition de la topoisomérase I. Une fois le mécanisme d’action de la CPT mis en évidence, 

des analogues de la molécule ont été synthétisés afin d’abolir les effets toxiques de la CPT 

tout en conservant une activité anti-tumorale 51. L’irinotécan (CPT-11) fait partie des 

analogues de la CPT et est considéré comme une prodrogue dont l’effet anti-tumoral 

s’effectue par le biais de son métabolite actif : le SN-38 (figure 8) 52. En France, il obtient une 

autorisation de mise sur le marché (AMM) en 1995. Son indication principale concerne les 

cancers colorectaux avancés en combinaison avec 5-FU/leucovorine ou en monothérapie. 

Aujourd’hui, ce médicament cytotoxique peut également être utilisé dans le traitement des 

cancers ovariens et pancréatiques. 

 

 

Figure 8: Formule chimique de l’irinotécan et de son métabolite actif le SN-38 (PubChem) 
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 L’irinotécan est métabolisé par la carboxylestérase en son métabolite actif le SN-38 

qui produit l’effet cytotoxique en ciblant la topoisomérase I (Topo I), une enzyme impliquée 

dans la relaxation de la double hélice d’ADN 53.  

 Lors de la réplication, l’ADN est désenroulé à partir d’une origine de réplication. 

Lorsque la fourche de réplication progresse, l’ADN en aval est surenroulé et la 

topoisomérase I permet de relaxer ce type de tension. Pour cela, la topoisomérase I se lie à 

l’ADN, en sectionne un brin permettant à l’ADN de se relaxer d’un tour, puis répare le brin 

sectionné permettant à la réplication de se poursuivre 54. 

 Le SN-38 est capable de bloquer la topoisomérase I liée à l’ADN lorsque celle-ci a 

sectionné un brin de la double hélice 51. Ce blocage engendre des dommages simple brin et 

provoque également des cassures double brin de l’ADN lorsque l’appareil réplicatif 

progresse et entre en collision avec la topoisomérase I bloquée sur l’ADN (figure 9). Le SN-38 

induit ainsi un arrêt de prolifération ainsi que l’apoptose des cellules tumorales 52,53. 

 

 

Figure 9: Mécanisme d'action de l’irinotécan (adapté de 
55

) 
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 D’abord utilisé en seconde ligne de traitement pour les patients dont la tumeur ne 

répondait plus au standard 5-FU/leucovorine, l’irinotécan a ensuite été utilisé en clinique 

comme première ligne de traitement combiné au 5-FU/Leucovorine (protocole FOLFIRI). En 

première ligne, cette combinaison a permis d’augmenter le taux de réponse et la survie 

médiane des patients atteints de CCR métastatique56. Cependant, l’irinotécan peut entrainer 

des toxicités importantes pouvant dans de rares cas conduire au décès si le patient possède 

un déficit de l’enzyme UGT1A, responsable de l’inactivation du SN-3857. Il est donc 

recommandé de tester la présence de certains polymorphismes génétiques sur cette enzyme 

avant de débuter un traitement composé d’irinotécan ou en cas d’effets secondaires sévères 

58. 

 

 c- Oxaliplatine 

L’oxaliplatine (L-OHP) est un agent alkylant antinéoplasique. Ce sel de platine de 

troisième génération est constitué d’un atome de platine, d’un groupe oxalate et d’une 

molécule de 1-2 diaminocyclohexane (DACH). Le potentiel des sels de platine comme agent 

anticancéreux a été mis en évidence par Rosenberg et al. dès 1969 59. Le cisplatine fût le 

premier dérivé de platine à être approuvé par la FDA (food and drug adminstration) en 1978 

60. Cependant, l’apparition de résistances et de toxicités à la suite de ce traitement ont 

entrainé le développement de nouveaux dérivés à base de platine (figure10).  

Les sels de platine ciblent principalement l’ADN, ils se lient aux bases de l’ADN en 

formant des adduits de platine. Ces derniers causent des dommages capables de provoquer 

l’apoptose des cellules cancéreuses61. L’oxaliplatine a montré son efficacité sur des lignées 

cellulaires résistantes au cisplatine et n’est pas efficace dans les mêmes tissus que ses 

précurseurs 62. De plus, en clinique il est le seul sel de platine indiqué dans le traitement des 

CCR métastatiques. En France il fût mis sur le marché en 1996.  
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Figure 10: Formule chimique du cisplatine et de l’oxaliplatine (PubChem) 

 

 Certains aspects du mécanisme d’action de l’oxaliplatine sont aujourd’hui encore non 

élucidés. En effet, l’oxaliplatine semble avoir un mécanisme d’action différent des autres sels 

de platine utilisés en cancérologie (carboplatine, cisplatine). D’un point de vue général 

l’activité cytotoxique de l’oxaliplatine provient des adduits qu’il forme en se liant sur l’ADN 

tout comme ses précurseurs 63. C’est le DACH-platine dépourvu de sa partie oxalate qui va se 

lier à l’ADN en formant des ponts intra-brins et en une faible proportion des ponts inter-

brins que ne forme pas le cisplatine (figure 11). In vitro, à cytotoxicité égale, l’oxaliplatine 

créé moins d’adduits sur l’ADN que le cisplatine 64, suggérant que ce médicament pourrait 

cibler d’autres molécules que l’ADN.  

 

 

Figure 11: Les différents types d'adduits produits par l’oxaliplatine (adapté de 
63

) 
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 Malgré le plus faible nombre d’adduits, ceux-ci perturbent de façon plus importante 

la structure de l’ADN par le biais de la partie DACH 65. Les dommages à l’ADN de l’oxaliplatine 

semblent également être pris en charge par les systèmes de réparation de l’ADN de façon 

différente que ceux induits par le cisplatine. En effet, les adduits produits par l’oxaliplatine 

paraissent moins dépendant du système MMR (Réparation des mésappariements de l’ADN). 

Ceux-ci seraient moins bien reconnus et moins sensibles à l’absence de MLH1 protéine 

essentielle de ce système de réparation 66. Ces adduits seraient donc essentiellement 

reconnus par les protéines du système de réparation par excision des nucléotides (NER). Le 

stress engendré par les adduits provoquerait ainsi l’activation d’une apoptose dépendante 

de p53 dans les cellules dont l’ADN est trop endommagé pour être réparé 67,68.  

 De plus, l’action de l’oxaliplatine peut également stimuler le système immunitaire 

provoquant une mort cellulaire dépendante de l’immunité : la mort cellulaire immunogène 

ou immunogenic cell death (ICD). Trois phénomènes permettent de mettre en évidence 

qu’une substance peut induire l’ICD : une translocation de la calréticuline (CRT) du réticulum 

endoplasmique au feuillet externe de la membrane plasmique, la sécrétion d’ATP dans le 

milieu extra cellulaire et le relargage de la protéine HMGB1 (figure 12) 69. Ces signaux 

permettent l’activation du système immunitaire, qui peut être peu actif dans les tissus péri-

tumoraux. Le système immunitaire peut ainsi cibler les cellules cancéreuses, et prendre part 

à l’effet cytotoxique de l’oxaliplatine in vivo 70.  
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Figure 12: Mécanisme d'induction de l'ICD 
69

 

 

 D’un point de vue clinique l’oxaliplatine présente un effet modéré lorsqu’il est utilisé 

seul. Cependant, il est très synergique en association avec la combinaison 5-FU/leucovorine. 

Chez des patients souffrant de CCR métastatique traités par l’oxaliplatine associé à 

5FU/leucovorine, un taux de réponse supérieur à 50 % et une survie globale pouvant 

atteindre 19 mois a été observée 69. L’oxaliplatine est donc utilisé en association avec la 

combinaison 5-FU/leucovorine (FOLFOX) dans le traitement adjuvant du cancer colorectal de 

stade III et dans le traitement du CCR métastatique (en première ou seconde ligne) 41. 

L’oxaliplatine est également associé dans cette pathologie avec la combinaison 5-

FU/leucovorine et l’irinotécan (FOLFIRINOX ou FOLFOXIRI)72. 

 Toutefois, le traitement par l’oxaliplatine n’est pas dépourvu d’effets secondaires. 

Outre les toxicités couramment observées avec d’autres antinéoplasiques (troubles gastro-

intestinaux et hématotoxicité), l’oxaliplatine peut être neurotoxique, causant une 

neuropathie sensorielle aiguë et/ou une neuropathie sensorielle cumulative. Cette dernière 

apparaît au fil du temps, le plus souvent la neurotoxicité est réversible mais nécessite l’arrêt 

de cette thérapie durant plusieurs mois 73. L’apparition de neurotoxicité sera donc 

particulièrement surveillée durant un traitement à base d’oxaliplatine.  
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 1-4-2 Les thérapies anti-EGFR utilisées dans le traitement du CCR 

métastatique. 

Les thérapies ciblées sont des médicaments spécifiquement dirigés contre une 

protéine ou un mécanisme impliqué dans le développement de la lésion cancéreuse. Dans le 

CCR métastatique, ces thérapies ciblent la prolifération, la survie cellulaire (par le biais de 

l’EGFR) ou la néoangiogénèse bloquant ainsi l’apport en oxygène et nutriments des cellules 

cancéreuses. Bien qu’ils soient dirigés contre des protéines et mécanismes spécifiques de la 

tumeur, ces traitements peuvent eux aussi provoquer des effets secondaires. Les plus 

courants sont une hausse de la tension artérielle, des rashs cutanés et une protéinurie.  

 Chez les patients dont la tumeur est « RAS non mutée », l’EGFR constitue une cible 

thérapeutique de choix car il est surexprimé dans de nombreux cancers, dont le cancer 

colorectal. De plus, sa présence au niveau tumoral est associée à une plus grande agressivité 

de la maladie74 . Dans le cancer colorectal cette protéine est ciblée par deux anticorps 

thérapeutiques (le cétuximab et le panitumumab). Dans les cancers bronchiques non à 

petites cellules, et le cancer du pancréas des inhibiteurs de tyrosine kinase ciblant l’EGFR 

sont également utilisés (l’erlotinib et le géfitinib).  

 Les inhibiteurs de tyrosine kinase sont de petites molécules chimiques qui bloquent 

l’activité kinase de la protéine cible, pour l’EGFR c’est la partie intracellulaire du récepteur 

qui est visée, ce qui empêche l’activation des voie de signalisation en aval du récepteur 

même si celui-ci est constitutivement activé 75. 

 Les immunoglobulines de type G (IgG) constituent le principal type d’anticorps 

circulant chez l’Homme. Elles sont sécrétées par les plasmocytes qui sont issus des 

lymphocytes B plasmatiques en réponse à une stimulation par un agent étranger à 

l’organisme appelé antigène. Les IgG sont composées de quatre chaînes peptidiques : deux 

chaînes lourdes (H) et deux chaînes légères (L). Deux sites de fixation à l’antigène, les 

« complementary determining regions » (CDR), se trouvent aux extrémités de la partie Fab. 

Les IgG sont divisées en quatre sous-classes (IgG1, IgG2, IgG3 et IgG4), chacune possédant 

leur particularité dans le type d’antigènes reconnus, les protéines effectrices recrutées (par 

leur partie Fc) ou encore leur abondance plasmatique 76 (figure 13). 
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Figure 13: Structure schématique d'un anticorps (IgG). Adapté de Broutin et Watier 
77

 

 

 Ainsi, les anticorps thérapeutiques possèdent les qualités inhérentes aux anticorps 

produits par le système immunitaire qui sont : une reconnaissance et une fixation spécifique 

à un antigène et la capacité de recruter des effecteurs du système immunitaire pour 

neutraliser la source de l’antigène.  

 La technique des hybridomes, mise en place par Köhler et Milstein, résultant de la 

fusion de lymphocytes B (cellules productrices d’anticorps spécifiques) et de cellules de 

myélome (immortelles) révolutionne la production d’anticorps en permettant l’obtention 

d’anticorps monoclonaux. Les productions sont ainsi de composition constante dans le 

temps.  

D’abord entièrement murins, les anticorps thérapeutiques ont été progressivement 

humanisés permettant une augmentation de leur demi-vie et limitant leur immunogénicité 

77 (figure 14).  
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Figure 14: Les degrés d'humanisation des anticorps monoclonaux d’après Broutin et Watier 
77
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  a- La voie EGFR 

Le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR), également appelé ERBB1 

ou HER1 appartient à la famille des récepteurs à activité tyrosine kinase HER. Il peut former 

des dimères avec un autre EGFR (homodimères) ou avec l’un des trois autres membres de la 

famille HER (hétérodimères), HER2, HER3 ou HER4. L’EGFR est constitué d’un large domaine 

extracellulaire avec à son extrémité N-terminale, un domaine de liaison à ses différents 

ligands. Ce récepteur est également constitué d’un domaine transmembranaire, suivi d’un 

domaine juxta membranaire comportant le domaine tyrosine kinase. Enfin à l’extrémité C-

terminale se situe les sites d’autophosphorylation qui permettront la fixation des différentes 

protéines effectrices 78 (figure 15). 

 

 

Figure 15: Structure de l'EGFR
79

 

 

De nombreux ligands peuvent interagir avec l’EGFR parmi eux l’EGF (facteur de 

croissance épidermique), l'amphiréguline, le TGF-α et l’épiréguline. Lorsqu’un ligand se fixe 

sur l’EGFR, le récepteur se dimérise provoquant son autophosphorylation. En fonction du 

ligand et des récepteur HER en jeu dans la dimérisation, cette phosphorylation peut activer 

la voie de signalisation intracellulaire RAS / RAF / MEK ainsi que la voie PI3K / AKT. Ces voies 

induisent la transcription de gènes cibles impliqués dans la prolifération, la migration, la 

survie cellulaire et l’angiogenèse 79 (figure 16).  
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Figure 16: Schéma des principales voies de signalisation activables à la suite de la dimérisation de l'EGFR et 

sites d'action de ses principaux inhibiteurs (adapté de Lovly et al.
80

) 

 

 b- Le cétuximab 

Le cétuximab est issu de l’anticorps monoclonal 225 (mab 225) étudié par Masui et 

al. dès 1984. Cet anticorps inhibe la fixation de l’EGF sur son récepteur bloquant ainsi la 

prolifération des cellules cancéreuses A431 (issues de carcinomes épidermiques) 81. L’effet 

du mab 225 est essentiellement cytostatique notamment par l’induction d’une 

augmentation de la protéine p27 82.  

Pour son développement en clinique, une version chimérique (homme-souris) de 

l’anticorps monoclonal 225 a été produite : le cétuximab (IMC-C225). In vivo, l’effet de 

l’anticorps chimérique se révélera bien supérieur à celui de son prédécesseur murin dans le 

modèle de souris nude xénogreffé par la lignée cellulaire A431. En effet, dans cette étude, le 

cétuximab provoque une inhibition de la prolifération des tumeurs et il est également 

capable d’induire la régression complète de certaines tumeurs établies 83.  

De type IgG1, le mab 225 et le cétuximab sont capables de recruter les cellules du 

système immunitaire grâce à leur partie Fc pour cibler les cellules cancéreuses ce qui 
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contribue à leur effet anti-tumoral 84,85. Ce phénomène s’appelle l’ADCC (Antibody 

Dependent Cell-mediated Cytotoxicity) ou cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante 

des anticorps. Plus récemment, l’implication de l’immunité adaptative dans l’effet du 

cétuximab a également été mise en évidence 86. 

Dans le CCR métastatique, le cétuximab obtient une AMM en montrant son efficacité 

en monothérapie et en association avec l’irinotécan sur des tumeurs devenues réfractaires à 

ce médicament cytotoxique87. Différents essais cliniques montrent que le cétuximab 

potentialise l’effet des agents antinéoplasiques avec lesquels il est fréquemment associé 

(protocoles FOLFOX et FOLFIRI). De plus, chez des patients dont le cancer et devenu 

réfractaire à l’oxaliplatine ou à l’irinotécan, il peut également être utilisé en monothérapie et 

prolonger ainsi la survie des patients 78. 

 

  c- Le panitumumab 

 Le panitumumab, anciennement appelé ABX-EGF est le premier anticorps 

monoclonal humain hautement spécifique du récepteur de l’EGF. Il se lie, tout comme le 

cétuximab, à la partie extracellulaire de l’EGFR. Cependant, ces deux anticorps reconnaissent 

des épitopes différents de cette protéine 88. Dans des modèles de souris xénogreffées avec 

des cellules A431, le panitumumab peut prévenir l’établissement de tumeurs, mais aussi 

éradiquer ou inhiber la croissance de tumeurs établies 89. Son effet antitumoral sur de 

nombreuses lignées cancéreuses est principalement lié à sa capacité à réguler négativement 

l’EGFR et à induire son internalisation. Etant de type IgG2, le panitumumab ne peut pas 

recruter de façon suffisamment efficace les protéines immunitaires effectrices et induire 

l’ADCC 90. 

Dans le CCR, le panitumumab a d’abord été approuvé dans les tumeurs réfractaires 

au protocole thérapeutique FOLFOX et FOLFIRI avec un taux de progression diminué de 

presque 50 % et une survie sans progression (PFS) passant de 8,5 semaines dans le bras 

contrôle à 13,8 semaines lorsque le panitumumab est utilisé 78. Il est maintenant prescrit en 

deuxième ligne de traitement en combinaison avec les régimes de chimiothérapies FOLFOX 

ou FOLFIRI ou en monothérapie après l’échec de ces protocoles thérapeutiques. 
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2- Comment améliorer les thérapies existantes ?        

Le problème de la résistance aux traitements. 

2-1 Mécanismes de résistance aux thérapies anticancéreuses 

utilisées dans le CCR 

Aujourd’hui, les stratégies thérapeutiques ont évolué grâce à la combinaison de 

chimiothérapies conventionnelles à base de 5-FU, d’oxaliplatine et/ou d’irinotécan et de 

thérapies ciblées dirigées contre le récepteur de l’EGF (cétuximab et panitumumab) ou le 

VEGF (bévacizumab, aflibercept, régorafinib). Cependant, malgré un taux de survie amélioré 

et la mise sur le marché d’un grand nombre de molécules depuis la découverte des premiers 

antinéoplasiques, les patients diagnostiqués pour un CCR au stade avancé ont une médiane 

de survie d’environ 30 mois 42.  

Chez de nombreux patients, les cellules cancéreuses sont ou deviennent résistantes 

aux traitements utilisés. En effet, la maladie, au fil des combinaisons de thérapies, reste 

sous-contrôle pour des temps de plus en plus court. Á terme, pour 90 % des patients atteints 

de CCR métastatique, les lésions cancéreuses vont progresser sous traitement 91.  

Il existe deux types de résistances aux traitements : le premier est la résistance innée 

ou intrinsèque ; le second est la résistance acquise ou secondaire. La résistance innée 

représente les tumeurs insensibles au traitement dès la première administration. Par 

exemple, dans l’étude qui a permis la mise sur le marché du cétuximab plus de 80 % des 

patients n’ont pas répondu au traitement par cet anticorps 87. Quant à la résistance acquise, 

elle s’établit au cours du temps : la lésion dans un premier temps sensible à un protocole 

thérapeutique va recommencer à croitre après plusieurs cycles de traitement. C’est en 

général à ce moment là qu’une autre association thérapeutique est proposée au patient si 

son état général le permet. Cependant, les possibilités ne sont pas infinies et au fil des 

protocoles thérapeutiques la tumeur résiste de plus en plus rapidement jusqu’à épuiser 

l’arsenal thérapeutique disponible. 
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 Dans ce contexte d’échec thérapeutique, médecine et recherche tentent de 

combattre ces phénomènes de résistance. Pour lutter contre la résistance innée, l’effort se 

porte sur la recherche de biomarqueurs parallèlement à la compréhension des 

caractéristiques moléculaires des cancers. L’objectif est d’appliquer, dès la première ligne, le 

bon traitement au bon patient 92. Cette orientation personnalisée pourrait permettre une 

régression voire une rémission rapide et éviter l’émergence d’une résistance acquise aux 

traitements chez de nombreux patients. De plus, une bonne orientation permet également 

de préserver la qualité de vie du patient qui n’est pas exposé inutilement à certaines 

molécules qui présentent des effets secondaires pouvant affecter son état général. Pour la 

résistance acquise qui est le principal obstacle à la survie des patients atteints de CCR 

métastatique, les priorités sont : la compréhension des mécanismes de résistance et la 

découverte de nouvelles cibles thérapeutiques.  

 Dans ce manuscrit, seuls les mécanismes de résistance majeurs, impliquant les 

thérapies telles que le 5-FU, l’irinotécan, l’oxaliplatine et les anti-EGFR, dans le CCR seront 

décrits. In vitro et en clinique, les principaux mécanismes de résistance à ces thérapies sont 

les modifications visant à accélérer leur métabolisme, ou encore à empêcher leur 

accumulation dans la cellule cancéreuse. L’action sur la cible peut également être modifiée 

par le biais de mutations ou la modification de protéines en aval de la voie visée. Enfin, 

d’autres voies impliquées dans la réparation des dommages à l’ADN ou la survie cellulaire 

peuvent avantager les cellules cancéreuses 91.  
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2-1-1 Transport et métabolisme du médicament 

La pharmacocinétique, c’est à dire le devenir du médicament dans l’organisme, est 

directement corrélée à l’efficacité et à la toxicité inhérente à un traitement. L’état basal des 

paramètres pharmacocinétiques ou leur modification sont fréquemment impliqués dans la 

résistance aux traitements anticancéreux. Dans les cellules cancéreuses devenues 

résistantes, la modification de déterminants du métabolisme et du transport permet de 

diminuer la concentration intracellulaire de l’agent cytotoxique. Le plus souvent c’est par 

une surexpression de transporteurs d’efflux ou une métabolisation augmentée de la 

molécule anticancéreuse que les cellules cancéreuses résistent aux traitements 93. 

 La littérature regorge d’exemples mettant en cause la sous-expression de 

transporteurs d’influx, la surexpression de transporteurs d’efflux ou encore de protéines 

impliquées dans le catabolisme des molécules thérapeutiques actives, dans la résistance aux 

médicaments cytotoxiques, et ce, dans de nombreux cancers. Ici, sont relatés les exemples 

les plus représentatifs de résistance aux médicaments cytotoxiques utilisés pour traiter le 

CCR métastatique mettant en cause des déterminants du métabolisme et du transport. 

 Les ATP binding cassette (ABC) transporteurs composent une large famille de 

protéines d’efflux. Ils sont souvent impliqués dans le transport des médicaments et mis en 

cause dans la résistance acquise aux antinéoplasiques 93. Dans le cancer colorectal, les ABC 

transporteurs impliqués dans le phénomène de « multidrug resistance » (MDR) sont 

exprimés dans les cellules tumorales, suggérant une importante résistance innée des CCR 

aux thérapies prises en charge par ces protéines94. Ainsi, dans des lignées résistantes à 

l’irinotécan, une surexpression d’ABCG2 , protéine d’efflux de la famille des ABC 

transporteurs, prenant en charge son métabolite actif: le SN-38 a été mise en évidence 95,96. 

En clinique, dans deux études sur des patients atteints de CCR, l’expression ou la présence 

de certains polymorphismes d’ABCG2 corrèle également avec l’efficacité de l’irinotécan 97,98.  

 Un autre ABC transporteur, la protéine ABCC2 ou MRP2 (Multidrug resistance-

associated protein 2) est impliquée dans la résistance au cisplatine, sel de platine dont 

l’oxaliplatine est un dérivé 99. Mais, bien qu’elle soit surexprimée dans un modèle in vitro de 

résistance à l’oxaliplatine 100, l’expression de la protéine MRP2 ne semble pas corrélée à la 
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résistance à l’oxaliplatine en clinique 101. Dans des lignées cellulaires de cancers ovariens et 

œsophagiens rendues résistantes aux sels de platine, l’effet de l’oxaliplatine peut également 

être affecté par une augmentation de l’expression d’un autre type de transporteur d’efflux, 

le transporteur de cuivre ATP7A 102,103 qui, avec le transporteur ATP7B, est impliqué dans la 

translocation de cette molécule 104. Dans le CCR, c’est la surexpression d’ATP7B qui serait 

liée à une baisse de la survie des patients traités par des protocoles à base d’oxaliplatine 105. 

Ce médicament cytotoxique peut également être affecté par les transporteurs d’influx 

permettant son accumulation dans les cellules cancéreuses67. Ainsi, une forte expression des 

transporteurs OAT2 et OCT2 est prédictive d’une bonne réponse aux protocole FOLFOX106. 

 Les ABC transporteurs sont également impliqués dans la résistance au 5-FU. On 

retrouve notamment in vitro, l’implication d’ABCB1 dans un modèle de résistance à ce 

traitement107. Dans les tissus devenus réfractaires au 5-FU, c’est la protéine ABCB5 qui est 

surexprimée 108. Ceci mettant en évidence l’importance du niveau d’expression de nombreux 

transporteurs d’efflux dans les phénomènes de résistance aux médicaments cytotoxiques 

délivrés dans le traitement du CCR. 

 Enfin, Les protéines du métabolisme impliquées dans l’inactivation des médicaments 

cytotoxiques peuvent aussi être à l’origine de résistance à ces traitements. En effet, La 

dihydropyrimidine déshydrogénase (DPD) protéine responsable du catabolisme du 5-FU 47 

peut, lorsqu’elle est surexprimée in vitro, conférer une résistance au 5-FU 109. L’influence de 

l’expression de l’enzyme DPD sur la résistance au 5-FU a ainsi été confirmée par une étude 

sur des échantillons cliniques de CCR 110. Les glutathione s-transférase (GST) participent à la 

conjugaison du cisplatine facilitant son élimination. Le lien entre la surexpression de GSTP1, 

sous classe de la famille des GST, et la résistance au cisplatine est bien établi, de même que 

la forte expression de GSTP1 dans le cancer colorectal. Cependant, la corrélation entre la 

surexpression de GSTP1 et la résistance à l’oxaliplatine n’a pas été démontrée de façon 

concluante 111,112, témoignant une fois encore, de la singularité de l’oxaliplatine vis à vis des 

autres sels de platine sur le marché. 

 



47 
 

 

 2-1-2 Altération de la cible ou des voies de signalisation visées par les 

traitements 

 La modulation de l’expression de la cible, sa mutation ainsi que la modification de 

protéines en aval de celle-ci peuvent être à l’origine de résistance aux traitements. Dans le 

CCR, ces mécanismes de résistance touchent principalement les thérapies anti-EGFR 

(cétuximab et panitumumab) mais peuvent également affecter l’effet de certains 

médicaments cytotoxiques (5-FU, irinotécan). 

 Dans le CCR, des études ont mis en évidence que le niveau d’expression de la 

thymidylate synthase (TS), cible principale du 5-FU, et de la thymidine phosphorylase (TP) 

qui permet la conversion du 5-FU en son principal métabolite actif étaient corrélés avec 

l’effet du 5-FU 47,110,113. Ainsi, une expression tumorale et para-tumorale importante de TS et 

de TP est de plus mauvais pronostic et suggère une réponse diminuée au 5-FU. 

 L’efficacité de l’irinotécan dont le métabolite actif, le SN-38, cible la topoisomérase I, 

peut être diminuée par une augmentation de l’expression de la topoisomérase I consécutive 

à une augmentation du nombre de copie du gène TOPI 114,115. Il existe également de 

nombreuses mutations qui peuvent empêcher l’action du SN-38 sur la topoisomérase I in 

vitro dans des modèles de résistance. Cependant, en clinique les mutations de 

topoisomérase I reportées sont très rares 116–118. Il semblerait donc qu’en clinique , le niveau 

d’expression de la topoisomérase I soit un bon marqueur prédictif de la réponse à 

l’irinotécan dans le CCR 119. 

 Plus récemment, les résistances innées et acquises aux thérapies ciblées notamment 

aux thérapies anti-EGFR ont été largement étudiées. Très fréquemment, les mécanismes 

impliqués dans la résistance à ces traitements sont des mutations au niveau des voies de 

signalisation en aval de l’EGFR induisant leur activation constitutive 120 (figure 17). Dès 2006, 

les mutations de KRAS rendant la protéine constitutivement active sont décrites dans le cas 

de résistances primaires au cétuximab 121. Plus tard, l’émergence de mutations de KRAS 

seront reliées à la résistance acquise aux anti-EGFR 122. Désormais, le lien est établi entre les 

mutations de tous les gènes de la famille RAS (HRAS, KRAS et NRAS) et la résistance aux 

thérapies anti-EGFR 123. C’est pourquoi, en France, la haute autorité de santé restreint 

l’usage du cétuximab et du panitumumab aux patients dont la tumeur est RAS « sauvage » 
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c’est à dire non mutée. Les mutations de PTEN sont également nombreuses, elles conduisent 

à son inactivation, levant ainsi l’inhibition de PTEN sur la protéine AKT et aboutissant à 

l’activation de la voie PI3K. Les autres mutations des voies en aval de l’EGFR, sur les 

protéines RAF et PI3K sont, elles, activatrices120. Enfin, suite au traitement par le cétuximab, 

le récepteur EGFR peut également être muté résultant en une résistance spécifique à cet 

anticorps 124 .  

 

 

Figure 17: Protéines activables par l’EGFR dont les mutations sont associées à la résistance aux anti-EGFR  

(adapté de Lovly et al.
80

 et bardelli et al.
120

) 
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2-1-3 Activation/blocage d’autres voies de signalisation  

Outre la modulation de facteurs pharmacocinétiques, l’altération de la cible et des 

voies de signalisation liées à celle-ci, l’efficacité des thérapies anticancéreuses peut être 

diminuée par la modulation d’autres voies de signalisation. L’activation de voies de 

réparation de l’ADN, de voies de signalisation impliquées dans la survie cellulaire ou les 

défauts dans l’initiation de l’apoptose peuvent être impliqués dans la résistance aux 

médicaments cytotoxiques. Ces mécanismes de résistance ont fait l’objet d’un grand nombre 

d’études, essentiellement in vitro. Parfois en clinique, il est difficile de corréler ces 

modifications à la réponse ou la survie des patients dans de larges cohortes tant elles sont 

spécifiques du modèle cellulaire utilisé 125.  

 Contrairement au cisplatine, l’oxaliplatine n’est pas sensible à l’absence de MLH1, 

protéine du système MMR 67. Cependant, d’autres protéines impliquées dans la réparation 

de l’ADN, plus spécifiquement dans les systèmes du NER (réparation par excision de 

nucléotides) et du BER (réparation par excision de bases) sont associées à la résistance à 

l’oxaliplatine. Le rôle des protéines Excision Repair Cross Complementing group 1 (ERCC 1) et 

X-Ray Cross Complementing group 1 (XRCC1) a plus particulièrement été mis en évidence 

dans ce mécanisme. Dans le CCR métastatique, Shirota et al. ont montré qu’un fort niveau 

d’expression intratumoral d’ERCC 1 divisait par cinq la survie médiane des patients traités 

par un protocole à base d’oxaliplatine 126, faisant d’ERCC1 un biomarqueur clinique potentiel 

pour orienter le traitement des patients en première ligne 127. De plus, dans des cellules 

résistantes à l’oxaliplatine l’inhibition d’ERCC1 peut restaurer la sensibilité à ce médicament 

cytotoxique 128. Cette protéine dont l’expression est augmentée chez les patients suite au 

traitement par l’oxaliplatine, pourrait représenter une cible thérapeutique potentielle 129. 

Les polymorphismes nucléotidiques (SNP) des gènes impliqués dans les systèmes du NER et 

du BER peuvent également être prédictifs de la réponse aux protocoles thérapeutiques à 

base d’oxaliplatine 112,130. C’est dans ce contexte que le rôle de la protéine XRCC1 (BER) dans 

la résistance à l’oxaliplatine a été étudié 131,132. Ainsi, avant la mise en place d’un traitement 

par ce sel de platine, la présence de certains SNP et le niveau d’expression des protéines 

impliquées dans la réparation des dommages à l’ADN peuvent permettre d’anticiper la 

réponse à ce médicament cytotoxique. 
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La protéine p53 est impliquée dans la régulation du cycle cellulaire et dans l’induction 

de la mort cellulaire à la suite de divers stress touchant l’ADN. P53 est également une 

protéine fréquemment mutée dans le cancer colorectal 11,19,133. Dès 1993, l’étude de Lowe et 

al. avait mis en évidence l’impact de la perte de fonctionnalité de la protéine p53 sur l’effet 

de divers agents cytotoxiques constatant une diminution de l’effet du 5-FU 134. Par la suite, 

cette même corrélation a été confirmée in vitro, après traitement par l’oxaliplatine et par le 

5-FU mais pas avec l’irinotécan, en comparant un modèle de cellules colorectales p53 

sauvages et p53 mutées 135,136. En clinique, les patients traités pour un CCR par des 

traitements à base de 5-FU ont une espérance de vie plus courte lorsque, dans leur tumeur, 

le gène p53 est muté 137. 

Enfin, au laboratoire, dans des modèles de lignées de cancer colorectal résistantes à 

l’oxaliplatine des défauts de l’apoptose ont été mis en évidence 138. Dans un modèle de 

résistance au métabolite actif de l’irinotécan (SN-38) une activation constitutive de la MAPK 

p38 a été observée. Montrant la capacité des cellules cancéreuses à activer des voies 

privilégiant leur survie. Cette étude met également en évidence le potentiel thérapeutique 

de l’inhibition de p38 dans le contexte de la résistance à l’irinotécan ainsi que son rôle de 

biomarqueur pour déterminer les patients « répondeurs » à ce traitement 139. 
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2-2 Létalité synthétique et cancer 

 2-2-1 Principe  

Le concept de létalité synthétique a pour la première fois été évoqué en 1922 par 

Calvin Bridge et illustre le fait que deux événements génétiques qui n’affectent pas la 

viabilité seuls, puissent aboutir à la mort de l’organisme ou de la cellule lorsque qu’ils se 

produisent simultanément140. D’abord étudié chez la drosophile et la levure, l’intérêt de ces 

intéractions létales est exploité depuis la fin des années 90 pour découvrir de nouvelles 

thérapies anticancéreuses141. La plupart des thérapies ciblées sur le marché sont basées sur 

l’addiction des cellules cancéreuses à une voie oncogénique. C’est pourquoi, la stratégie 

thérapeutique employée vise à inhiber une protéine appartenant à la voie suractivée. 

Cependant, toutes les voies oncogéniques ne peuvent pas être directement ciblées et toutes 

les cellules cancéreuses ne possèdent pas ce type d’addiction. La létalité synthétique permet 

alors de mettre en évidence des addictions non-oncogéniques (NOA) spécifiques des cellules 

cancéreuses ou de trouver des cibles thérapeutiques indirectes pour des altérations 

génétiques sans cibles exploitables142. L’objectif est donc de découvrir de nouvelles cibles 

thérapeutiques spécifiques, pour contrer la résistance innée ou acquise aux thérapies 

actuelles.  

Quel que soit l’approche ou le type de criblage choisis, le choix du ou des modèles 

cellulaires à étudier s’avère crucial pour obtenir des résultats robustes et pertinents. La 

létalité synthétique peut être utilisée pour l’étude du gain ou de la perte de fonction d’un 

gène connu (ex : KRAS) 143, mais également de la comparaison entre une lignée répondeuse 

et une lignée réfractaire à un traitement. Ceci, afin de mettre en évidence une létalité 

conditionnelle entre un élément du crible utilisé et le statut génétique ou le traitement 

étudié dans le modèle cellulaire choisi.  
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2-2-2 Les différentes approches 

 Deux façons de mettre en évidence de nouvelles intéractions létales coexistent. La 

première est une approche fondée sur des hypothèses ou « ciblée ». Elle se base sur les 

connaissances déjà acquises de la communauté scientifique et oriente donc la recherche de 

nouvelles cibles sur une ou plusieurs voies de signalisation connues. Cette première 

approche a mis en évidence l’intérêt des inhibiteurs de la poly (ADP-ribose) polymérase 

(PARP) dans les cancers ovariens breast cancer early onset 1 (BRCA1) mutés et a permis leur 

utilisation en clinique 144. Elle peut également permettre d’effectuer des criblages restreints 

autour de molécules interagissant directement avec un gène ou une protéine d’intérêt 145. La 

seconde est une approche dites « non-biaisée » ou sans a priori consistant à évaluer 

l’ensemble des gènes (génome), d’un groupe de gène (ex : kinome) ou d’une banque de 

molécule entre autres exemples. Cette seconde approche basée sur l’utilisation de criblage à 

grande échelle permet de trouver des cibles dites « non intuitives » 143 . 

 

 2-2-3 Les types de criblages 

 Dans la découverte d’interactions létales plusieurs types de criblage à grande échelle 

peuvent être utilisés. Certains criblages sont basés sur l’utilisation de banques de composés 

chimiques, d’autres sont des criblages phénotypiques par inhibition de gènes utilisant des 

ARN interférents (siRNA, shRNA). Plus récemment, l’outil Crispr-Cas9 a permis de 

révolutionner les criblages de létalité synthétique 143. 

 

  a- Banque de composés chimiques 

Différentes banques de composés peuvent être utilisées : certaines contiennent des 

composés dont la cible est connue ; d’autres des composés non annotés dont on ne connait 

pas la cible ou le mécanisme d’action. Les banques les plus souvent utilisées sont les 

banques de composés chimiques non annotés mais parfois des banques de composés 

naturels peuvent aussi être choisies pour découvrir d’éventuelles activités anticancéreuses 

143. 
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 Ce type de criblage a notamment été utilisé dans des cellules de cancer rénal et a 

permis de découvrir une létalité conditionnelle entre l’inactivation du suppresseur de 

tumeur Von Hippel Lindau (VHL), et le composé chimique STF-62247. L’effet de cette 

molécule, induisant l’autophagie des cellules cancéreuses rénales, a également pu être 

confirmé in vivo 
146. Plus tard, cette molécule a démontré son efficacité lorsqu’elle est 

utilisée en combinaison avec la radiothérapie 147. Depuis, les études sur cette molécule 

prometteuse se poursuivent car son mécanisme d’action précis reste encore indéterminé. 

Dans la résistance secondaire au traitement, un criblage étudiant la suractivation de 

protéines impliquées dans la réparation de l’ADN (voie de l’anémie de Fanconi (FA)) a été 

effectué afin de restaurer la sensibilité des cellules cancéreuses ovariennes au cisplatine. Le 

potentiel thérapeutique de quatre molécules a ainsi été mis en évidence 148.  

 Cependant, l’utilisation de banques de composés chimiques non annotés dans la 

découverte d’intéractions létales présente deux défis. D’une part, découvrir un composé 

capable d’avoir une activité anti cancéreuse dans les conditions choisies, d’autre part, 

découvrir la cible ou le mécanisme d’action de ce composé. Mais ce type d’approche 

présente un avantage certain, celui d’avoir un composé à disposition pour effectuer les tests 

précliniques in vitro et in vivo (Figure 18). 

 

  b - Criblage du génome par ARN interférence  

 On distingue les criblages par petit ARN interférent (siRNA) et les criblages par les 

ARN en épingle à cheveux (shRNA). Les siRNA et shRNA permettent des criblages à grande 

échelle. Chaque ARN interférent constituant une banque d’ARN interférents possède une 

séquence spécifique du transcrit d’un gène. Pour plus d’efficacité et de spécificité plusieurs 

ARN interférents peuvent être dirigés contre une même cible.  

 Les siRNA sont transfectés séparément, par cible, dans les puits où les cellules ont été 

ensemencées. Dans ce cas, c’est la viabilité cellulaire de chaque puits qui sera étudiée et 

comparée entre les différentes conditions de traitement et/ou les différentes lignées 

cellulaires choisies. La contrainte principale de ce type de crible est donc le nombre de puits 

qui pourrait limiter le nombre de siRNA ou de lignées testées. Par la suite, cet obstacle a pu 

être maitrisé grâce aux shRNA, ceux-ci sont utilisés sous forme de plasmides et transduit 
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dans les cellules choisies grâce à des vecteurs viraux. Chaque plasmide contient la séquence 

d’un shRNA, un ou plusieurs gènes de résistance aux antibiotiques ainsi qu’une séquence 

« code barre » essentielle lors de l’étape de séquençage. De cette façon, l’ensemble d’une 

banque de shRNA peut être transduite dans une même culture cellulaire. Après l’étape de 

transduction, les cellules ayant intégré les shRNA sont donc sélectionnées car le gène de 

résistance aux antibiotiques s’est aussi inséré dans leur génome. Enfin, à l’issue du criblage, 

c’est un séquençage de l’ADN cellulaire qui permettra d’identifier (via les « codes barres ») 

les shRNA à l’origine d’une intéraction létale 143 (figure 18). Pour ce faire, la présence de 

chaque shRNA dans les différentes conditions sera quantifiée. En comparant ces conditions, 

un enrichissement ou une déplétion pourra être observé pour certains shRNA qui 

représenteront respectivement des protéines dont l’absence est favorable ou létale dans le 

contexte étudié. 

 L’utilisation d’une même culture cellulaire pour toute une banque de shRNA autorise 

donc l’étude comparative d’un large nombre de conditions et/ou de lignées. C’est de cette 

façon que cette approche a permis d’étudier un grand nombre de lignées cancéreuses KRAS 

mutées et d’identifier une protéine essentielle dans ce contexte génétique : la sérine 

thréonine kinase TBK1149. Cette protéine est impliquée dans l’activation de la protéine NF-

ĸB, très étudiée en cancérologie car elle peut jouer un rôle dans l’initiation, le 

développement, la formation de métastase ainsi que l’acquisition de résistance aux 

thérapies anticancéreuses 150. Depuis, un autre criblage par shRNA effectué dans les cancer 

du sein HER2 positifs a également identifié TBK1 comme une cible thérapeutique 

prometteuse151. 

 Dans le cancer colorectal, Prahallad et al. ont mis en évidence une intéraction létale 

entre l’inhibition de BRAF auparavant très peu, voire non efficace, dans des lignées 

colorectales BRAF mutées et l’inhibition de l’EGFR 152. La robustesse des résultats ainsi que la 

disponibilité d’inhibiteurs déjà sur le marché pour ces deux protéines ont permis le 

développement rapide d’un essai clinique pilote, combinant l’anti-BRAF, vémurafénib et 

l’anticorps monoclonal anti-EGFR, panitumumab. Á l’issue de cet essai, comptant quinze 

patients atteints de cancer colorectal métastatique BRAF muté, un effet clinique 

encourageant a pu être observé sans qu’aucune toxicité sévère ne soit recensée, permettant 

ainsi la poursuite des études cliniques 153. 
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 Ces procédés de criblage par ARN interférence ont ainsi permis de mettre en 

évidence de nouveaux mécanismes de résistance aux traitements anticancéreux et 

d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. Ainsi, dans les années à venir, un nombre 

conséquent de nouvelles molécules thérapeutiques découvertes grâce à ce type de criblage 

pourraient voir le jour.  

 

 

Figure 18 : Les principaux types de criblages de létalité synthétique 
143

. Les lignées A et B peuvent avoir un 

statut génétique différent, recevoir un traitement ou répondre à un médicament de façon différente. Dans le 

premier cas, une létalité conditionnelle entre le gène différentiellement exprimé et un élément du crible est 

recherchée, dans le second cas une létalité conditionnelle entre un médicament et un élément du crible est 

recherchée. 
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  c – Criblage du génome par l’outil Crispr-Cas9  

 Récemment, l’outil Clustered regularly interspaced short palindrome repeats associé 

à la nucléase Cas9 (Crispr-Cas9) également surnommé ciseaux génétiques découvert par le 

Dr J.Doudna et le Dr E.Charpentier 154 a révolutionné le domaine de l’ingénierie génétique.  

 L’utilisation de cette technique dans les criblages de létalité synthétique, consiste à 

induire une cassure double brin par l’action de la nucléase Cas9 dans une zone du génome 

spécifiquement reconnue par un ARN guide (gARN) sur lequel la protéine Cas9 se lie. La 

cassure est ensuite prise en charge par le système de jonction d'extrémités non homologues 

(NHEJ) qui cause de courte délétion ou insertion de bases, créant un décalage du cadre de 

lecture. Ce décalage crée un codon stop prématuré et donc une absence de traduction du 

gène en protéine fonctionnelle (Figure 19). L’étude du génome par perte de fonction 

nécessite pour cette approche la conception d’une collection d’ARN guide ciblant l’ensemble 

des gènes à étudier et présentant un domaine de reconnaissance à Cas9. Á l’instar des 

shRNA, les gRNA ont pu être intégrés au sein de vecteurs viraux avec le gène permettant la 

production de la protéine Cas9 autorisant des criblages haut débit 155.  

 Cette nouvelle approche permet une inhibition protéique plus efficace et plus 

spécifique que le criblage par shRNA. Ainsi, un des premiers criblages effectués a permis 

d’attester de la grande efficacité de cette technique par confirmation de cibles découvertes 

par ARN interférence, et dans ce même contexte, par la découverte de nouvelles protéines 

d’intérêts 156. Plus récemment, une autre étude a mis en évidence l’efficacité de ce nouvel 

outil comparé à la technique d’ARN interférence. En effet, l’utilisation de l’outil Crispr-Cas9 

a, dans cette étude, permis de réduire considérablement les effets non spécifiques ainsi que 

le bruit de fond 157
.  
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Figure 19: Illustration de l’extinction d’un gène par la technique Crispr-Cas9. Adapté de
158
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1- Projet 

Aujourd’hui, les traitements du cancer colorectal métastatique ont évolué grâce à la 

combinaison de chimiothérapies conventionnelles à base de 5-FU, d’oxaliplatine et/ou 

d’irinotécan et de thérapies ciblées dirigées contre le récepteur de l’EGF ou le VEGF. Malgré 

un taux de survie amélioré par la combinaison de ces médicaments, de nombreux 

phénomènes de résistance aux traitements sont observés.  

 Le but de notre équipe est donc de découvrir de nouveaux biomarqueurs de 

résistance, ainsi que d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques dont l’inhibition 

pourraient contrer durablement les phénomènes de chimiorésistance. À cette fin, notre 

équipe a généré des lignées résistantes aux différents médicaments cytotoxiques utilisés 

dans le cancer colorectal (irinotécan et oxaliplatine).  

 Dans l’étude de la résistance à l’irinotécan, notre équipe a démontré que les lignées 

clonales les plus résistantes à cette thérapie surexprimaient la protéine d’efflux ABCG2 95. 

Certains de ces modèles de résistance présentent également des mutations de la 

topoisomérase I capable d’altérer l’intéraction entre le SN-38 et la topo I et donc l’efficacité 

de l’irinotécan 117. Enfin, l’étude du transcriptome de la lignée HCT116-SN6 a mis en 

évidence une activation constitutive de la protéine p38, ainsi que le potentiel thérapeutique 

de son inhibition combiné à l’irinotécan 139,159.  

 Á partir des modèles de résistance à l’oxaliplatine (HCT116-R1 et HCT116-R2), des 

défauts de la voie mitochondriale de l’apoptose, responsable de la résistance à ce sel de 

platine, ont été observés. Dans le modèle HCT116-R2, qui présente la plus forte résistance à 

ce médicament, c’est l’absence de la protéine pro-apoptotique BAX qui en est à l’origine138. 

Les lignées résistantes générées par notre équipe ont ainsi permis de mettre en évidence de 

nouveaux mécanismes de résistance aux agents cytotoxiques utilisés dans le traitement du 

CCR. 

 L’objectif de mon projet de thèse a été de découvrir de nouvelles cibles 

thérapeutiques ainsi que de nouveaux biomarqueurs au moyen de criblages phénotypiques 

afin de contrer les phénomènes de résistance aux thérapies du CCR (oxaliplatine, irinotécan 

et thérapies anti-EGFR).  
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 Pour cela, une technique de criblage phénotypique par ARN interférence 

(collaboration avec le Dr R.Beijersbergen (NKI, Pays Bas)) a été appliquée sur deux lignées 

clonales résistantes, l’une à l’oxaliplatine et l’autre au SN-38 (métabolite actif de 

l’irinotécan), dont le mécanisme de résistance n’était pas défini. Cette même technique a 

été utilisée sur une lignée présentant une résistance innée aux thérapies anti-EGFR afin 

d’étudier trois thérapies ciblant l’EGFR : le cétuximab, Le panitumumab et l’erlotinib. Pour 

réaliser ces criblages phénotypiques nous avons choisi une banque composée de shRNA 

ciblant le kinome humain.  

 À l’issue des différents criblages phénotypiques, notre attention s’est portée sur 

l’analyse des shRNA déplétés, qui représentent les protéines dont l’inhibition pourra 

restaurer la sensibilité au(x) traitement(s) utilisé(s). 

 Les cibles identifiées lors des trois criblages ont ensuite été confirmées au moyen 

d’une inhibition spécifique par shRNA et, lorsque cela était possible, par l’utilisation d’un 

inhibiteur spécifique. La cible la plus prometteuse, obtenue au cours du criblage consacré à 

l’oxaliplatine a fait l’objet d’un travail plus abouti. En effet, l’inhibition de cette kinase 

combinée à l’oxaliplatine ainsi que le mécanisme d’action de cette combinaison de 

traitement a été étudiée in vitro et in vivo dans deux modèles précliniques, donnant lieu à un 

article en préparation. 
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2- Mise en place technique du criblage phénotypique et 

validation des cibles 

Pour ce projet, nous avons effectué  trois criblages phénotypiques. Les deux premiers 

criblages étudiant deux médicaments cytotoxiques (l’oxaliplatine et l’irinotécan) et le 

troisième dédié aux thérapies anti-EGFR (cétuximab, panitumumab, erlotinib). Par la suite, 

les résultats de ces trois criblages ont été analysés et validés.  

Ces trois criblages ont chacun été effectués sur une lignée cellulaire présentant une 

résistance acquise ou innée à chacune des thérapies étudiées. Les lignées arborant une 

résistance acquise à l’oxaliplatine et à l’irinotécan sont issues de la même lignée parentale 

d’adénocarcinome colique, HCT116.  

L’utilisation des banques de criblage phénotypique produites par l’équipe du Dr 

R.Beijersbergen (NKI, Pays Bas) a déjà permis de mettre en évidence des cibles 

thérapeutiques prometteuses et de nouvelles stratégies de traitement 152,160. Ainsi, la 

banque de shRNA ciblant le kinome humain (500 kinases) utilisée pour les trois criblages, 

contient 1798 shRNA, soit en moyenne 4 shRNA ciblant une même kinase.  

Notre objectif était de mettre en évidence une ou plusieurs kinases dont l’inhibition pourrait 

restaurer la sensibilité à une thérapie du CCR dans les lignées cellulaires choisies. De plus, 

Les cibles potentielles validées grâce à l’utilisation d’inhibiteurs de protéine kinase 

pourraient rapidement déboucher sur des essais cliniques. En effet, un grand nombre de ces 

molécules pharmacologiques est disponible sur le marché voire possède déjà une AMM 

161,162.  
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2-1 Choix des lignées résistantes 

 2-1-1 Criblages consacrés aux médicaments cytotoxiques 

Pour ces criblages, les lignées choisies ont été générées au laboratoire, par exposition 

à des concentrations croissantes d’agents cytotoxiques (oxaliplatine ou SN-38) puis clonées 

afin d’obtenir des lignées dont la concentration inhibitrice médiane (IC50) est au moins 10 

fois supérieure à celle de la lignée native, HCT116 (Figure 20 A et B) 117,138. La première lignée 

utilisée, HCT116-R1, est résistante à l’oxaliplatine. Une précédent étude effectuée par notre 

équipe a démontré que la voie mitochondriale de l’apoptose était altérée dans ce modèle 

138. Cette lignée présente également une légère résistance croisée à l’irinotécan (IC50 de la 

lignée native : 7,7 nM ; IC50 de la lignée HCT116-R1 : 32,3 nM) 138. La seconde lignée clonale 

utilisée, appelée G7, est résistante au SN-38. Elle ne présente pas de surexpression de la 

pompe d’efflux ABCG2. Ce modèle de résistance comporte deux mutations hétérozygotes du 

gène TOP I, qui n’affecte pas significativement la quantité de protéine topo I présente dans 

la cellule. Cependant, ces mutations réduisent l’effet cytotoxique de l’irinotécan en 

diminuant l’affinité de la topo I pour le SN-38 117. 

 

 2-1-2 Criblage consacré aux thérapies anti-EGFR 

Pour ce criblage nous avons utilisé la lignée HCT116 qui présente une résistance 

innée au cétuximab et au panitumumab, elle est également réfractaire au traitement par 

l’erlotinib (figure 20 C). En effet, cette lignée présente une mutation du gène KRAS (G13D) et 

de PIK3CA (codant pour la sous-unité catalytique de la protéine PI3K) induisant une 

activation constitutive des voies en aval de l’EGFR 163. Le cétuximab et le panitumumab sont 

deux anticorps monoclonaux ciblant l’EGFR qui diffèrent au niveau de leur épitope, de leur 

mécanisme d’action et de leur humanisation (cf : introduction). L’erlotinib est une molécule 

chimique qui possède une structure et un mécanisme d’action différent : il cible la partie 

intracellulaire de l’EGFR au niveau de la poche liant l’ATP et inhibe ainsi l’activation de son 

domaine tyrosine kinase 75. Lors de ce criblage, nous avons choisi de comparer les résultats 

obtenus après traitement des cellules par ces trois thérapies anti-EGFR.  
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Figure 20 : Caractérisation du niveau de résistance des lignées cellulaires utilisées pour les trois criblages 

phénotypiques. A- IC50 obtenu après 96h de traitement des lignées HCT116 et G7 par le SN-38. B- IC50 

obtenu après 96h de traitement des lignées HCT116 et HCT116-R1 par l’oxaliplatine. C- Pourcentage de survie 

de la lignée HCT116 après 7jours de traitement par une concentration de 200µg/ml de cétuximab, de 

panitumumab et 10µg/ml d’erlotinib. 
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2-2 Principales étapes et mise au point du criblage phénotypique  

 Le criblage phénotypique est constitué de quatre étapes principales précédant 

l’identification et l’étude des cibles potentielles. Pour chacun des criblages phénotypiques, 

ces étapes ont nécessité une mise au point technique pour adapter l’expérience aux 

traitements et aux cellules utilisées afin d’obtenir des résultats robustes (figure 21).  

Dans cette partie seront donc présentées et expliquées les étapes du criblage ayant 

fait l’objet de mises au point. Le déroulement complet du criblage sera, quant à lui, présenté 

dans la partie matériel et méthodes. 

 

 

Figure 21: Etapes du criblage phénotypique 

 

Etape 1: La première étape consiste à infecter la lignée résistante choisie, par les lentivirus 

contenant la collection de shRNA ciblant le kinome humain. Cette mise au point consiste à 

caractériser l’infectivité de cette banque. Pour cela nous avons déterminé le titre viral de la 

banque de lentivirus utilisée, c’est à dire le nombre de particule virale par millilitre de 

solution. Le but est de s’assurer que chaque cellule ne soit infectée que par un seul 

lentivirus, donc n’intègre qu’un seul shRNA. C’est pourquoi, nous avons choisi une 

multiplicity of infection (MOI) inférieure à 1, la MOI représente le rapport entre le nombre de 

particules virales et le nombre de cellules à infecter. Dans notre cas, nous souhaitions mettre 

en présence une particule virale pour trois cellules, soit une MOI de 0,3. 

Les rétrovirus et dans une moindre mesure les lentivirus peuvent s’insérer de façon aléatoire 

dans le génome de la cellule hôte164. Lorsque l’insertion survient dans les régions codantes 

de l’ADN elle peut causer la mort de la cellule hôte si l’expression d’un gène essentiel est 
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perturbée. Dans de rare cas, l’insertion peut aussi avoir lieu dans des régions non codantes 

de l’ADN hôte et conduire à l’absence d’expression de l’ARN interférent dans la cellule 

concernée. Pour palier à ces phénomènes et promouvoir une large diversité dans le site 

d’insertion des shRNA, nous avons opté pour une infection d’au moins 1 000 cellules pour 

chacun des shRNA de la banque dans l’expérience dédiée aux thérapies ciblées. Pour les 

criblages consacrés aux médicaments cytotoxiques, la diversité d’insertion choisie était de 

10 000. 

Etape 2 : Durant 7 jours, les cellules infectées sont sélectionnées par la puromycine. Puis, les 

cellules ayant intégrées un shRNA sont réensemencées pour que chaque shRNA soit présent 

à au moins 1 000 exemplaires, et ce pour chaque condition de traitement. Pour les criblages 

dédiés aux médicaments cytotoxiques, la représentation de chaque shRNA était de 1 500 

exemplaires. Pour garantir une prolifération exponentielle des cellules durant l’étape de 

culture, celles-ci ne doivent pas être confluentes avant la fin de l’expérience. C’est pourquoi 

un large nombre de boite de pétri est nécessaire à cette étape.  

Etape 3 : Les cellules infectées sont alors traitées ou non durant 7 jours. Lors des criblages 

consacrés aux médicaments cytotoxiques, la quantité de traitement utilisée correspond à 

une concentration létale pour la lignée sensible (HCT116) mais, qui n’affecte pas la viabilité 

des lignées clonales résistantes. Dans le troisième criblage consacré aux thérapies anti-EGFR, 

la lignée HCT116 est totalement réfractaire au traitement par le cétuximab ou le 

panitumumab, la concentration utilisée a donc été choisie de façon arbitraire : 50 μg/mL. 

Cette concentration est suffisante pour observer un effet significatif de ces anticorps dans 

des lignées KRAS non mutées ainsi que la lignée KRAS mutée partiellement répondeuse, 

DLD-1. L’erlotinib est utilisé à la concentration de 2,5 μg/mL, dernière concentration à ne pas 

affecter la viabilité des cellules HCT116. 

Etape 4 : Une fois l’ADN des différentes conditions extrait et séquencé, une analyse par 

déplétion (drop out) a été effectuée pour les trois criblages, c'est-à-dire que seul les shRNA 

déplétés dans la condition traitée par rapport à la condition non traitée ont été pris en 

compte. 
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2-3 Résultats des trois criblages phénotypiques 

 Pour chaque criblage entre deux et quatre cibles potentielles ont été obtenues 

(tableaux 4 et 5). Pour les criblages phénotypiques consacrés aux médicaments 

cytotoxiques, la sélection des cibles a été réalisée selon trois critères : (i) une différence 

d’expression d’au moins 2 fois entre le triplicat expérimental traité et non traité ; (ii) la 

significativité des résultats obtenus pour chaque shRNA (seuil de significativité de 0,1) ; (iii) 

la majorité des shRNA dirigés contre une même cible devait répondre aux deux premiers 

critères.  

C’est ainsi que les protéines ATM et RAC1 ont été mises en évidence après l’analyse 

des résultats du criblage phénotypique effectué pour étudier la résistance à l’irinotécan (SN-

38). Dans l’étude de la résistance à l’oxaliplatine, ce sont deux protéines cibles qui ont été 

identifiées : ATR et ROR2 (tableau 4). 

Dans l’étude de la résistance aux thérapies anti-EGFR, les résultats du criblage ont été 

décevants puisqu’aucune cible n’a été identifiée selon les critères définis ci-dessus. Nous 

avons donc décidé d’abaisser les critères de sélection. Ainsi, Les shRNA « considérés » 

présentent une différence d’expression supérieure à 1,5 fois entre la condition non traitée et 

traitée. Le seuil de significativité a été abaissé à 0,55 soit jusqu’à 55 % de probabilité qu’il n’y 

ait pas d’effet du ShRNA choisi. De plus, au moins la moitié des shRNA dirigés contre une 

cible devaient répondre aux deux critères précédents pour en faire une cible potentielle. 

Enfin, les cibles potentielles communes à plusieurs thérapies anti-EGFR ont été choisies.  

Selon ces critères nous avons identifié la protéine YSK4 (commune aux trois thérapies 

dirigées contre l’EGFR) et les protéines TNNI3K, ATR et DDR2 (communes aux deux anticorps 

monoclonaux cétuximab et panitumumab) (tableau 5).  
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Tableau 4: Résultats des deux criblages phénotypiques dédiés aux médicaments cytotoxiques (SN-38 et Oxaliplatine). 

Pour chaque criblage, les cibles sont accompagnées du nombre de ShRNA dirigé contre la protéine cible considérée, de la 

différence d’expression entre le triplicat non traité et traité et de la significativité des résultats obtenus pour les shRNA 

retenus.  

 

 

Tableau 5: Résultats du criblage phénotypique dédié aux thérapies anti-EGFR. Pour chaque traitement du criblage 

(cétuximab, panitumumab, erlotinib), les cibles sont accompagnées du nombre de ShRNA dirigé contre la protéine cible 

considérée, de la différence d’expression entre le triplicat non traité et traité et de la significativité des résultats obtenus 

pour les shRNA retenus.  
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2-4 Présentation des cibles  

Les sept protéines identifiées lors des trois criblages et dont l’inhibition a été capable 

d’induire une interaction létale avec l’une des thérapies utilisées, présentent des fonctions 

cellulaires très variables. ATR et ATM sont des protéines majeures de la réparation de l’ADN. 

Leur inhibition est déjà testée dans de nombreuses études précliniques et cliniques en 

oncologie 165. Les protéines DDR2 et RAC1 sont impliquées dans le développement du 

cancer. Enfin, trois protéines dont le rôle en oncologie est inconnu (YSK4, TNNI3K) ou encore 

incertain (ROR2) ont également été mises en évidence. Dans cette partie, les rôles 

physiologiques et les implications dans le cancer colorectal de ces protéines seront 

développés. 

 ATM ou Ataxia Telangectasia Mutated est une protéine impliquée dans la réparation 

des dommages à l’ADN, elle est activée à la suite de cassures double brin de l’ADN (DSB). 

Son activation initie une cascade de signalisation et permet le recrutement de protéines 

spécifiques de la réparation de l’ADN, de l’arrêt du cycle cellulaire mais également de 

l’apoptose 166. La mutation germinale de cette protéine est à l’origine d’une pathologie, 

l’ataxie télangiectasie. Une des particularités de cette maladie est la grande sensibilité aux 

rayons ionisants des malades. c’est la raison pour laquelle l’inhibition d’ATM a été étudiée 

en combinaison avec la radiothérapie 165,167. ATM est une protéine qui peut être mutée ou 

dont l’expression peut être dérégulée dans les cellules cancéreuses 168. En effet, La mutation 

d’ATM constitue un facteur de risque pour le développement du cancer du sein 169. De plus, 

dans le cancer colorectal métastatique, la perte de son expression est de mauvais pronostic 

dans les cancers colorectaux de type CIN 170. Cependant, certains variants génétiques d’ATM 

sont de bon pronostic dans le traitement par le TAS-102 (3ème ligne de traitement du CCR) 

171. L’inhibition d’ATM in vitro et in vivo dans des lignées de cancer colorectal sensibilise les 

cellules cancéreuses aux radiations ainsi qu’au traitement par des inhibiteurs de 

topoisomérase I et II 172. Récemment, un nouvel inhibiteur spécifique d’ATM (AZD0156) 

efficace dans des modèles de leucémie myéloïde 173 et présentant une bonne 

biodisponibilité par voie orale a été découvert 174, donnant lieu à un premier essai clinique 

(Clinical trial.gov).  
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 ATR ou Ataxia Telangectasia and Rad3 related kinase est, tout comme ATM, une 

protéine essentielle pour la détection est la réparation des dommages à l’ADN. La protéine 

ATR est sollicitée par la présence d’ADN simple brin persistant généré par des dommages à 

l’ADN ou un stress réplicatif. Lorsqu’elle est activée, cette kinase peut réguler de nombreux 

processus tels que l’arrêt du cycle cellulaire, la stabilité des fourches de réplication et la 

réparation de l’ADN 175. Dès le début des années 2010, l’inhibition d’ATR en oncologie a été 

testée et a montrée des effets prometteurs dans des tumeurs ATM et p53 déficientes 176. 

L’utilisation d’un inhibiteur sélectif de la protéine ATR, le VE-822 ou VX-970, a permis 

d’augmenter la sensibilité aux radiations dans des modèles précliniques de tumeurs 

pancréatiques 177. L’inhibition d’ATR peut également sensibiliser différents types de cellules 

cancéreuses à des inhibiteurs de la topoisomérase I, ou à certains sels de platine (cisplatine, 

carboplatine) 178. C’est pourquoi, deux inhibiteurs spécifiques d’ATR (VX-970 et AZD6738) 

font actuellement l’objet d’essais clinique seuls ou en combinaison avec plusieurs 

médicaments cytotoxiques (cisplatine, carboplatine, irinotécan et gemcitabine) 179. Une 

description plus détaillée de la protéine ATR, de son implication dans la réparation des 

dommages à l’ADN et dans le cancer colorectal introduira la seconde partie des résultats. 

 DDR2 ou discoidin domain receptor 2 est un récepteur membranaire à activité 

tyrosine kinase. Cette protéine de liaison aux collagènes extracellulaires est, avec DDR1, 

impliquée dans la prolifération, l’adhésion, la motilité cellulaire et l’apoptose 180. Dans 

diverses pathologies (fibrose, athérosclérose et cancer) la protéine DDR2 peut être 

dérégulée. Dans plusieurs cancers, DDR2 est une cible thérapeutique potentielle notamment 

dans les cancers de la tête et du cou et les cancers du poumon 181,182. Ses inhibiteurs les plus 

sélectifs sont les multi-inhibiteurs de tyrosine kinase dasatinib et nilotinib 183. Ils sont utilisés 

dans le traitement des leucémies myéloïdes chroniques pour cibler la protéine de fusion 

BCR-ABL spécifique de ce cancer. L’expression de la protéine DDR2 est associée à des 

cancers plus agressifs 184 ainsi qu’à des tumeurs colorectales de plus mauvais pronostic 185. 

Au niveau hépatique, deux études sont contradictoires, la première dans le CCR 

métastatique attribuent à l’absence de DDR2 une prédisposition aux métastases 

hépatiques186. La seconde met en évidence une diminution de la croissance des tumeurs 

hépatiques lorsque la protéine DDR2 est inhibée par ARN interférence 187.  
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 RAC1 ou Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 est une protéine clef de la 

transduction intracellulaire, exprimée de façon ubiquitaire et faisant partie de la famille des 

Rho GTPase. Elle intervient notamment dans les voies de signalisation impliquées dans 

l’organisation du cytosquelette, le trafic intracellulaire, la régulation du cycle cellulaire, la 

migration cellulaire et la réponse immunitaire innée 188. La protéine RAC1 est présente sous 

deux formes, l’une activée liée au GTP l’autre inactive liée au GDP. Lorsque l’équilibre entre 

ces deux états de la molécule est rompu, souvent à l’avantage de la forme activée, ou 

lorsqu’elle est surexprimée, RAC1 est impliquée dans de nombreuses pathologies dont le 

cancer. En effet, RAC1 peut promouvoir la transformation, la survie, l’invasion et le 

développement métastatique des cellules cancéreuses 189,190. Des inhibiteurs 

pharmacologiques spécifiques de cette protéine ont été développés dont le nsc23766, qui 

inhibe le passage de la forme inactive à la forme active de RAC1 191. Dans le cancer 

colorectal, le niveau d’expression de RAC1 et sa suractivation par le biais du variant 

d’épissage RAC1b joue un rôle dans la progression et la survie des cellules cancéreuses 192–

194. Enfin, l’inhibition par ARN interférence de RAC1 limite la migration et le potentiel invasif 

de la lignée colorectale HCT116 195. 

 ROR2 ou receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 2 est un récepteur 

membranaire qui peut lier des ligands de la voie Wnt. Cette protéine est impliquée dans le 

développement embryonnaire de différents tissus et est normalement réprimée dans les 

tissus adultes. Cependant, dans de nombreux cancers dont le cancer colorectal 196, 

l’expression du récepteur ROR2 peut être associée à une plus forte croissance et invasion 

des cellules tumorales. La protéine ROR2 peut donc constituer une cible thérapeutique 

potentielle en cancérologie. Cependant, à ce jour aucun inhibiteur spécifique de cette 

protéine n’est disponible197. Le rôle de ROR2 dans le cancer colorectal nécessite des 

clarifications car il existe des études contradictoires concernant le caractère pro ou anti-

tumoral de cette protéine196,198,199. Plus récemment, une publication démontre l’absence de 

spécificité de certains anticorps commerciaux dit « anti-ROR2 » 200. Le rôle de ROR2 dans la 

cancérogénèse et dans le développement de métastases est donc à ce jour mal défini. 
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 TNNI3K ou Cardiac Troponin I-interacting kinase est une kinase spécifique du tissu 

cardiaque 201. Cette protéine est essentiellement décrite et étudiée pour son implication 

dans plusieurs cardiomyopathies 202. De récentes études ont également montré l’implication 

de TNNI3K dans l’hypertrophie et la régénération du muscle cardiaque 203,204. C’est pourquoi, 

son inhibition thérapeutique est envisagée 205. Enfin, selon la seule étude concernant 

TNNI3K en cancérologie, une forte expression de TNNI3K est associée à une plus faible survie 

dans une cohorte de 226 patients atteints de CCR 206. Les fonctions et les implications de 

TNNI3K en oncologie sont à ce jour non connues. 

 YSK4 ou la mitogen activated protein kinase kinase kinase 19 (MAP3K19) est, une 

protéine très peu présente dans la littérature scientifique. Cette protéine est fortement 

exprimée dans le testicule, le poumon et l’endomètre 207. En 2016, Boehme et al. ont 

observé une surexpression de cette protéine dans diverses pathologies respiratoires et 

proposé son inhibition comme piste thérapeutique 208,209. Très récemment, une troisième 

étude a suggéré son implication dans une pathologie oculaire : le kératocone 210. Cependant, 

il n’existe à ce jour aucune mention de cette protéine dans le domaine de la cancérologie. 
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2-5 Validation des cibles potentielles par ARN interférence et 

utilisation d’inhibiteur spécifique. 

 2-5-1 Criblage consacré à l’oxaliplatine  

 Ce premier criblage a mis en évidence deux cibles potentielles : ATR et ROR2 (cf : 

Tableau 4). Dans le but de confirmer nos résultats, nous avons utilisé des shRNA spécifiques 

des transcrits à l’origine de ces deux protéines afin d’étudier l’effet de leur répression sur la 

réponse cellulaire à l’oxalipaltine dans la lignée HCT116-R1.  

 Les résultats des tests de viabilité cellulaire démontrent que la répression stable de 

ROR2 sensibilise les cellules HCT116-R1 à l’oxaliplatine, l’IC50 étant diminuée de façon 

significative. De plus, nous observons que la répression stable d’ATR permet de restaurer la 

sensibilité à l’oxaliplatine de la lignée HCT116-R1 qui retrouve une IC50 équivalente à la 

lignée sensible HCT116 (IC50 proche de 1 μM) (Figure 22A). Ces résultats confirment donc 

l’effet de « létalité synthétique » observé dans notre crible pour les protéines ATR et ROR2. 

La poursuite de l’étude du rôle d’ATR dans la résistance acquise à l’oxaliplatine constitue 

l’objet de la seconde partie des résultats et d’un article en préparation. 

 

Figure 22: Confirmation des cibles ATR et ROR2 par ARN interférence. A- les IC50 ont été obtenues après 96h 

de traitement par l’oxaliplatine dans les lignées cellulaire HCT116 et HCT116-R1 (shLuc, sh ATR et shROR2). B 

et C- Quantification de l'expression des protéines ATR et ROR2 par Western-Blot dans les lignée HCT116-R1, 

HCT116-R1 shLuc, HCT116-R1 shATR et HCT116-R1 shROR2. 
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 ROR2 ne disposant d’aucun inhibiteur ou anticorps thérapeutique spécifique 

disponible, nous avons en collaboration avec le Dr Thierry Chardes, par le biais d’un 

financement LabexMabimprove, confié à GenAc (plateforme de production d’anticorps 

basée à l’IRCM) la sélection et la production d’anticorps spécifiques de ROR2. Onze anticorps 

candidats au format IgG1 spécifiques de ROR2 ont été obtenus. Trois de ces anticorps 

candidats (B5-1, B7-2, B9-1) ont été testés dans la lignée HCT116-R1 en combinaison avec 

l’oxaliplatine. Les résultats de ces combinaison ont été analysés par la méthode des matrices 

de synergie développée au sein de notre équipe (cf : matériel et méthodes). La matrice de 

synergie obtenue à partir des données de viabilité cellulaire nous permet de mettre en 

évidence, pour chacune des combinaisons testées, la part de l’effet dû à la synergie (en 

rouge) entre les deux molécules utilisées.  

 Ainsi, la combinaison des anticorps B5-1 et B7-2 avec l’oxaliplatine est synergique. 

Sur cette première expérience, le clone B5-1 semble avoir un effet dose-dépendant lorsqu’il 

est combiné avec l’oxaliplatine à des concentrations comprises entre 1,5 et 3 µM, sans avoir 

d’effet sur la viabilité lorsqu’il est utilisé seul. Le clone B7-2 n’affecte pas non plus la viabilité 

cellulaire seul et en combinaison avec l’oxaliplatine la synergie atteint son maximum à des 

concentrations intermédiaires d’oxaliplatine (de 1,5 µM à 2 µM) et d’anti-ROR2 (de 5 µg/mL 

à 10 µg/mL). En revanche, l’association entre le clone B9-1 et l’oxaliplatine semble être 

antagoniste dans la lignée HCT116-R1 (figure23). Ces résultats préliminaires devront 

cependant être confirmés. 

 



79 
 

 

 

Figure 23: Deux anticorps anti-ROR2 ont un effet synergique avec l’oxaliplatine. Matrices de viabilité et de 

synergie résultant des tests de viabilité cellulaire combinant trois anticorps candidats anti-ROR2 (clones B5-1, 

B7-2 et B9-1) avec l’oxaliplatine dans la lignée HCT116-R  traitée durant 7 jours. Chaque couple de matrice 

(viabilité + synergie) représente une expérience. 

 

 Dans l’étude de la résistance à l’oxaliplatine, les cibles potentielles obtenues ont 

toutes deux été confirmées par ARN interférence. L’inhibition pharmacologique d’ATR, par le 

VE-822 permet également de sensibiliser les cellules HCT116-R1 à l’oxaliplatine (cf : 

article).De plus, des résultats préliminaires encourageants ont été obtenus en utilisant les 

anticorps candidats B5-1 et B7-2 inhibant la protéine ROR2 en combinaison avec 

l’oxaliplatine. 
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 2-5-2-Criblage consacré à l’irinotécan (SN-38) 

 Ce criblage a mis en évidence deux cibles potentielles ATM et RAC1 (cf : Tableau 4). 

Dans le but de confirmer nos résultats, nous avons utilisé un shRNA spécifique du transcrit à 

l’origine de la protéine RAC1 et étudié l’effet de sa répression sur la réponse cellulaire au SN-

38 dans la lignée G7, résistante à cet agent cytotoxique. Un inhibiteur spécifique de la 

protéine RAC1, le NSC26733 a ensuite été utilisé en combinaison avec le SN-38 dans cette 

même lignée.  

 Les résultats des tests de viabilité cellulaire démontrent que la répression stable de 

RAC1 sensibilise significativement la lignée G7 au SN-38 (figure 24 A).  

 

 

 

Figure 24: L’inhibition de RAC1 par shRNA sensibilise la lignée G7 au SN-38. A- Les  IC50 ont été obtenues 

après 96h de traitement par le SN-38 des lignées G7 shLuc et G7 shRAC1. B- Quantification de l'expression de 

la protéine RAC1 par Western-Blot dans ces mêmes lignées. Figure réalisée à partir des résultats de C.Thinat 

(stage de Master 2 encadré par C-Gongora) 

 

 L’inhibiteur spécifique de RAC1, le nsc23766 en association avec le SN-38 montre une 

légère synergie en culture plane (2D) et une synergie plus importante en culture en trois 

dimensions (3D) dans la lignée G7 ainsi que dans la lignée sensible HCT116 (figure 25). La 

culture 3D nous permet d’étudier des conditions proches de celles observées in vivo dans 

des modèles de xénogreffes (gradient d’oxygène, de nutriment, zone hypoxique…) 211. Ici, 

nous observons que ces conditions de culture cellulaire augmentent la synergie entre 

l’inhibiteur de RAC1 et le SN-38 plus particulièrement dans la lignée résistante où la zone de 
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synergie est plus étendue que dans la lignée sensible. De plus, à concentration égale, 

l’inhibiteur de RAC1 seul diminue plus fortement la viabilité de la lignée G7 que de la lignée 

HCT116 (IC50 de 28 µM pour la lignée G7 et de 17 µM pour la lignée HCT116 en culture 2D). 

 

 

Figure 25: L'inhibition pharmacologique de RAC1 associée au SN-38 présente un effet synergique dans les 

lignées G7 (A) et HCT116 (B) en culture 2D et en 3D. En 2D, les résultats ont été obtenus après 7 jours de 

traitement. En culture 3D, les résultats ont été obtenus après 10 jours de traitement (cf : matériel et 

méthodes) (expérience représentative). 

 

 L’inhibition d’ATM a été effectuée en utilisant le KU55933, le premier inhibiteur 

spécifique de cette protéine 166. Les résultats montrent qu’à des concentrations faibles de 

KU55933 (très spécifique d’ATM 172) une synergie modérée (valeurs inférieures à 15) est 

obtenue en combinaison avec le SN-38 dans la lignée G7 (figure 26 A) et une synergie plus 

importante est observée dans la lignée HCT116 (figure 26 B). Lorsque l’inhibiteur d’ATM est 

utilisé à des concentrations plus fortes une synergie importante (valeurs supérieures à 25) 

est obtenue dans les deux lignées cellulaires (figure 26). 
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Figure 26: L’association du KU55933 et du SN-38 est synergique dans les lignées G7 et HCT116. Le SN-38 a été 

combiné à des concentrations faibles de KU55933 (de 0 à 1,5 μM) et à une gamme de concentrations plus 

large (de 0 à 25 μM) de ce même inhibiteur ; ces conditions ont été appliquées à la lignée G7 (A) et HCT116 

(B). Les résultats ont été obtenus après 96h de traitement (expérience représentative). 
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 Nos résultats confirment la « létalité synthétique » entre l’inhibition des protéines 

RAC1, ATM et le SN-38 dans la lignée clonale résistante à l’irinotécan. En effet, l’inhibition de 

RAC1 combinée avec le SN-38 est très synergique (indice de synergie supérieur à 20) en 

culture 3D dans la lignée G7. La synergie entre le KU55933 et le SN-38 est importante à des 

concentrations élevées de cet inhibiteur (de 3 à 12,5 µM), à faibles concentrations (0 à 1,5 

µM) la synergie obtenue est modérée dans les cellules G7. Des études complémentaires 

devront être réalisées pour déterminer si d’autres kinases sont inhibées par le KU55933 dans 

nos conditions expérimentales. 
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 2-5-3 Criblage consacré aux thérapies anti-EGFR  

 Lors de ce dernier criblage quatre cibles potentielles ont été identifiées, YSK4, 

commune aux trois thérapies anti-EGFR utilisées, ainsi que, DDR2, TNNI3K et ATR, 

communes aux deux anticorps monoclonaux utilisés (cf : Tableau 5). C’est pourquoi 

l’inhibition de la protéine YSK4 a été étudiée en association avec les traitements par le 

cétuximab, le panitumumab et l’erlotinib. L’inhibition de DDR2, TNNI3K et ATR a été étudiée 

en combinaison avec le cétuximab et le panitumumab. Nous avons utilisé les shRNA 

spécifiques du transcrit des gènes YSK4, DDR2 et TNNI3K pour étudier l’effet de leur 

répression sur la réponse cellulaire aux différentes thérapies anti-EGFR. La répression stable 

de TNNI3K n’a pas fonctionné, les expériences concernant cette cible n’ont donc pas été 

prises en compte et ne seront pas présentées dans ce manuscrit.  

Les résultats des tests de viabilité cellulaire ne confirment pas l’implication de la 

protéine YSK4 dans la résistance aux thérapies anti-EGFR. Nous observons cependant que la 

répression stable d’YSK4 à tendance à sensibiliser la lignée HCT116 au panitumumab et à 

l’erlotinib, bien que les résultats ne soient pas significatifs (figure 27 A et B). En revanche, 

aucun effet significatif ou tendance n’est observé lorsque la lignée HCT116 shYSK4 est 

traitée par le cétuximab. 

 

 

Figure 27: La répression stable d’YSK4 ne sensibilise pas significativement les cellules HCT116 à l’erlotinib ou 

au panitumumab. A- IC50 obtenus après traitement par l’erlotinib des lignées HCT116 shLuc et HCT116 

shYSK4. B- Courbes de viabilité cellulaire obtenues après traitement par le panitumumab des lignées HCT116 

shLuc et HCT116 shYSK4 C- Quantification de l'expression de la protéine YSK4 par Western-Blot. Ces résultats 

(A et B) ont été obtenus après 7 jours de traitements. 
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D’après les résultats des tests de viabilité cellulaire, la répression stable de DDR2 n’a 

pas d’effet significatif en combinaison avec les deux anticorps monoclonaux utilisés. 

Cependant, l’inhibition de DDR2 par shRNA tend à sensibiliser la lignée HCT116 au cétuximab 

(figure 28 A). En revanche, aucun effet significatif ou tendance n’est observé lorsque la 

lignée HCT116 shDDR2 est exposée au panitumumab. 

 

 

 

Figure 28: La répression stable de DDR2 ne sensibilise pas significativement les cellules HCT116 au 

cétuximab. A- Courbes de viabilité cellulaire obtenues après 7 jours de traitement des lignées HCT116 shLuc 

et HCT116 shDDR2 par le cétuximab. B- Quantification de l'expression de la protéine DDR2 par Western-Blot 

dans ces deux lignées.  

 

Dans un second temps, le dasatinib, inhibiteur pharmacologique de DDR2 a été 

utilisé. La combinaison entre le dasatinib et le cétuximab est synergique confirmant la 

tendance observée lors de la répression stable de DDR2. Une synergie modérée (valeurs 

inférieure à 20) est observée pour des concentrations de dasatinib comprises entre 100 et 

200 nM, associées à des concentrations de cétuximab comprises entre 50 et 200 µg/mL 

(figure 29 A). De plus, sur une zone restreinte, on observe que le panitumumab présente 

également une synergie avec le dasatinib. La synergie observée est forte (valeurs 

supérieures à 20) pour une concentration de dasatinib de 100 nM associée à des 

concentrations de panitumumab comprises entre 100 et 200 µg/mL (figure 29 B).  
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Figure 29: Le dasatinib sensibilise les cellules HCT116 au panitumumab et au cétuximab. A- Résultats d’un 

test de viabilité combinant le cétuximab est le dasatinib dans la lignée HCT116. B- Résultats d’un test de 

viabilité combinant le panitumumab est le dasatinib dans la lignée HCT116. Ces résultats ont été obtenus 

après 7 jours de traitement (expérience représentative).  
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L’inhibition de la protéine ATR a ensuite été effectuée par le VE-822. La combinaison 

du VE-822 avec le cétuximab est majoritairement additive (valeurs proches de zéro) mais 

pour une concentration de VE-822 de 0,06 µM nous observons une zone d’antagonisme fort 

(valeurs inférieures à -20) (figure 30 A). En revanche, en combinaison avec le panitumumab 

une synergie modérée est présente pour cette même concentration de VE-822 (figure 30 B). 

L’inhibition pharmacologique d’ATR peut donc sensibiliser la lignée HCT116 au panitumumab 

mais pas au cétuximab.  

 

 

Figure 30 : L'inhibition pharmacologique d’ATR par le VE-822 sensibilise la lignée HCT116 au panitumumab 

mais pas au cétuximab. A- Matrices de viabilité et de synergie résultant de la combinaison entre le 

cétuximab et le VE-822 dans la lignée HCT116. B- Matrices de viabilité et de synergie résultant de la 

combinaison entre le panitumumab et le VE-822 dans la lignée HCT116. Ces résultats ont été obtenus après 7 

jours de traitement (expérience représentative). 
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Parmi les cibles potentielles générées par ce dernier criblage phénotypique une seule 

n’a pu être évaluée, en effet la répression stable de TNNI3K n’a pas fonctionné et aucun 

inhibiteur pharmacologique ne cible cette protéine. De plus, pour deux protéines cibles 

(YSK4 et DDR2) l’inhibition par ARN interférence n’a pas montrée d’effet significatif en 

réponse aux traitements par les thérapies anti-EGFR. Cependant, la combinaison entre le 

dasatinib, molécule capable d’inhiber DDR2 et le cétuximab, ou le panitumumab est 

synergique. Quant à la protéine ATR, son inhibition par le VE-822 sensibilise les cellules 

HCT116 au panitumumab, alors que, nous observons un antagonisme avec le cétuximab. 

Pour conclure sur ce criblage, l’implication de la protéine ATR dans la résistance au 

panitumumab a été confirmée dans la lignée HCT116. Le traitement par le dasatinib 

combinée aux deux anticorps monoclonaux anti-EGFR est également synergique dans la 

lignée HCT116. Les études concernant ces deux protéines seront donc poursuivies. Pour les 

protéines YSK4 et TNNI3K, nous pourrons conclure nos études sur ces cibles si des 

inhibiteurs pharmacologiques spécifiques de ces deux protéines sont commercialisés. 
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2-6 Matériel et Méthodes 

Réactifs et anticorps :  

Le cétuximab (5 mg/mL), le panitumumab (20 mg/mL), et l’erlotinib (5 mg/mL) proviennent 

de l’ICM. Le ncs23766 et le KU55933 ont été fourni par Sigma-Aldrich, le Dr Arnaud Coquelle 

nous a fourni le VE-822. La benzonase provient de Merk-Millipore. Les anticorps : anti-YSK4 

(PA5-29285) et anti-RAC1 (PA1-091X) ont été achetés chez Thermofisher Scientific, les anti-

ROR2 (#14700) et anti-DDR2 (#12133) proviennent de Cell Signaling Technology et l’anti-

TNNI3K (Ab 136954) est fourni par Abcam. 

 

Culture cellulaire : 

Les lignées cellulaires humaines de cancer colorectal HCT116 (ATCC, USA) et les lignées 

clonales résistantes HCT116-R1 et G7 sont cultivées dans du RPMI-1640 complémenté avec 

10 % de sérum de veau fœtal. Celles-ci ont été maintenues dans un environnement humide 

à 37 °C avec 5 % de CO2. Les lignées clonales résistantes à l’oxaliplatine (HCT116-R1) et au 

SN-38 (G7) ont été obtenues par une exposition continue à ces médicaments cytotoxiques 

suivie d’un clonage comme décris précédemment 138,159. 

Les cellules HCT116, HCT116-R1 et G7 exprimant un ShRNA ciblant les ARNm d’une des 

protéines cibles ont été obtenues par transduction lentivirale. Nous avons utilisé des 

vecteurs PLKO contenant les shRNA issus de la banque fournie par le NKI pour les 

expériences de criblage phénotypique. La sélection est réalisée par un antibiotique, la 

puromycine (1 μg/mL). 

 

Criblage de létalité synthétique : 

i) Production des particules virales : Chacun des 1798 shRNA dirigés contre le kinome 

humain (518 kinases) a été inséré dans des plasmides PLKO-1 (un ShRNA/plasmide). Les 

plasmides de la banque shRNA sont ensuite transfectés dans des HEK293T avec les 

plasmides permettant la production de lentivirus (gag-pol-env) (effectué à l’IGF – plateforme 

de vectorologie de Montpellier). 
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 ii) Dosage des virus et transduction lentivirale : Les virions contenant la banque de shRNA 

sont alors dosés et utilisés pour infecter les lignées choisies à 0,3 MOI au cours des différents 

criblages phénotypiques (HCT116-R1, G7 et HCT116).  

iii) Sélection et réensemencement : Après une sélection par la puromycine (1 µg/mL) durant 

une semaine, les cellules infectées sont réensemencées à 3 millions de cellules par condition 

et par triplicat dans les criblages consacrés aux agents cytotoxiques (0,3 M de cellules/boites 

soit 30 boites/condition/triplicat = 180 boites de pétri au total) et à 2 millions de cellules par 

condition et par triplicat durant le criblage consacré aux thérapies anti-EGFR (0,1 M de 

cellules/boites soit 20 boites/condition/triplicat = 240 boites de pétri au total).  

iv) Culture : 24h plus tard les cellules sont traitées ou non (oxaliplatine à 3 µM, SN-38 à 27 

nM, cétuximab, panitumumab à 50 µg/mL et erlotinib à 2,5 µg/mL) durant 7 jours.  

v) Extraction ADN : Les cellules sont alors grattées dans du PBS, regroupées par condition de 

traitement et par triplicat et leur ADN est extrait (kit genomic DNA purification, Macherey-

Nagel).  

vi) Séquençage et analyse : les séquences de shRNA contenues dans les échantillons d’ADN 

sont alors amplifiées par PCR, et séquencées afin d’obtenir l’abondance de chaque shRNA 

par condition et par triplicat (réalisé par nos collaborateurs de l’équipe du Dr R. 

Beijersbergen, NKI). Pour l’analyse, réalisée en collaboration avec le Dr Pierre Martineau, la 

sélection des cibles a été réalisée selon trois critères : (i) la différence d’expression entre le 

triplicat expérimental traité et non traité ; (ii) la significativité des résultats obtenus pour 

chaque shRNA ; (iii) la proportion de shRNA dirigés contre une même cible répondant aux 

deux premiers critères.  

.  

Test de viabilité cellulaire 2D : 

Les cellules ont été ensemencées en plaque 96 puits à fond plat, entre 150 et 1 000 cellules 

par puits selon la lignée cellulaire. 24 h plus tard les cellules sont incubées avec des 

concentrations croissantes d’agents cytotoxiques (SN-38 ou oxaliplatine) ou de thérapies 

ciblées (cétuximab, panitumumab ou erlotinib) seules ou combinées à des concentrations 

croissantes d’inhibiteurs pharmacologiques (VE-822, NSC 23766, dasatinib, KU55933) ou 
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d’anticorps candidats anti-ROR2 durant 96h ou 7 jours à 37 °C. Les cellules sont ensuite 

fixées au trichloroacetate 10 % (TCA) puis colorées par la Sulforhodamine B 4 % (SRB). Les 

cellules sont lysées au Tris base. L’absorbance à 560 nm est ensuite mesurée à l’aide d’un 

lecteur de plaques ELISA. Le pourcentage de cellules vivantes est calculé par rapport aux 

puits contrôles ne recevant pas de traitement. Enfin, une IC50 est déterminée 

graphiquement par report de la courbe sur l’axe des ordonnées. Les tests de viabilité 

cellulaire présentés dans ce manuscrit ont été effectués au moins trois fois. 

 

Test de viabilité cellulaire en culture 3D : 

Pour la génération des sphères, en fonction de la lignée cellulaire choisie, entre 50 et 300 

cellules en suspension sont déposées dans chaque puit d’une plaque 96 puits à fond rond 

ultra-low attachment. Après 4 jours, des sphères se sont formées, elles sont alors incubées 

en présence de concentrations croissantes de médicaments cytotoxiques (SN38 ou 

Oxaliplatine) combinées à des concentrations croissantes d’inhibiteurs pharmacologiques 

(VE-822, NSC 23766). Six jours plus tard le traitement est renouvelé. Après 14 jours de 

culture, chaque sphère est lysée et mise en présence de cell titer-Glo, détectant l’ATP 

présent dans le milieu, rendant ainsi compte de la viabilité cellulaire par luminescence. La 

luminescence est ensuite mesurée à l’aide d’un luminomètre de plaque. Les tests de viabilité 

cellulaire en trois dimensions présentés dans ce manuscrit ont été effectués au moins deux 

fois. 

 

Matrice de synergie (cf : matériel et méthodes de l’article): 

A l’issue d’un test de viabilité cellulaire en culture plane ou en 3D combinant deux 

molécules, la viabilité cellulaire est obtenue pour l’ensemble des points de la plaque (test 

SRB ou cell titer-Glo). Grâce à un script sous « R » se basant sur l’effet de chaque molécule 

seule (équation de Bliss et de Lehàr), une matrice de synergie est générée. Le nombre 

associé à chaque combinaison lorsqu’il est positif, indique la part de l’effet observé due à la 

synergie ; lorsque celui-ci est négatif, il indique un antagonisme entre les deux molécules. Á 

partir de ces nombres, chaque combinaison est associée à une couleur indiquant le type 

d’effet observé. La synergie est associée à la couleur rouge, l’additivité au noir et 

l’antagonisme au vert (figure 31).  
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Figure 31: Principe utilisé pour l'obtention des matrices de synergie 

 

Western blot:  

Les cellules, une fois traitées, sont rincées (PBS 1X) et directement lysées dans du Tp 

Laemmli (4 % SDS, 20 % glycerol, 1 % 2-β mercaptoethanol, 0,004 % bromophenol blue, 

0,125 M Tris HCL). Les acides nucléiques (ADN, ARN) présents dans les extraits sont digérés 

par l’ajout de benzonase(0,2 µL pour 100 µL de laemmli). Après dénaturation 5 min à 95 °C, 

les extraits protéiques (10 000 cellules/μl) sont déposés et séparés sur gels polyacrylamides 

SDS-PAGE à 10, 12 % ou sur gradient 4-20 %. Ils sont ensuite transférés sur membrane de 

nitrocellulose avec un tampon de transfert contenant 20 % d’éthanol pendant 1 heure en 

transfert semi-sec (gel 10 et 12 %) ou pendant 2 heures en transfert liquide (gel gradient). 

Puis, la membrane est bloquée dans une solution de lait 5 % PBS-Tween 0,1 % pendant 1 

heure à température ambiante sous agitation. Elle est ensuite incubée avec l’anticorps 

primaire pendant une nuit à 4 °C sous agitation. Après 3 lavages dans du PBS-Tween 0,1 %, la 

membrane est incubée 1 heure en présence de l’anticorps secondaire anti-espèce de 

l’anticorps primaire couplé à l’HRP (Horse Radish Peroxidase) dilué au 1/5 000 dans du lait 5 

% PBS-Tween 0,1 % sous agitation. Après lavages, les protéines d’intérêt sont révélées par 

chimio- luminescence (Kit ECL revelblot plus, et ECL revelblot intense) et visualisées grâce à 

une G-Box (Syngene). 
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3- Inhibition de la protéine ATR et résistance à 

l’oxaliplatine 

3-1 Introduction 

 Les résultats du premier criblage phénotypique ont mis en évidence la protéine ATR 

comme potentiellement impliquée dans la résistance à l’oxaliplatine. Dans le modèle 

cellulaire de résistance acquise à ce médicament cytotoxique (HCT116-R1), l’inhibition par 

ShRNA de la protéine ATR a permis de restaurer la sensibilité à l’oxaliplatine (cf : Figure 22 

du manuscrit et Figure 2 de l’article). ATR est une protéine impliquée dans de multiples 

processus cellulaires (réparation des dommages à l’ADN, régulation du cycle cellulaire, 

gestion du stress réplicatif). Les principales implications de cette protéine seront 

développées dans cette partie.  

 

 3-1-1 ATR, senseur de dommages à l’ADN  

 ATR fait partie avec ATM et DNA-PK de la famille des phosphatidylinositol 3-kinase-

related kinases (PIKK). Ce sont des protéines majeures de la réparation de l’ADN, celles-ci 

permettent la détection des dommages à l’ADN et par ce biais le recrutement de protéines 

de réparation de l’ADN 212,213.  

 Dans les cellules humaines, Il existe six voies principales de réparation de l’ADN : le 

MMR (réparation de mésappariement), le BER (réparation par excision de base), le NER 

(réparation par excision de nucléotide), la recombinaison homologue (HR) ainsi que la 

réparation par recombinaison non homologue (NHEJ). Ces voies de réparation sont induites 

par différents types de dommages et font appel à des complexes protéiques spécifiques 

(figure 32). La réparation directe de la lésion constitue la sixième voie de réparation de 

l’ADN. Elle permet une réparation rapide de dommages à l’ADN très spécifiques (dimères de 

thymine, alkylation…) en faisant appel à un nombre réduit de protéines (Photolyase, 

Alkyltransférase ...)214.  
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Figure 32: Dommages et complexes protéiques associés à cinq voies de réparation de l'ADN. SSB = cassures 

simple brin, DSB= cassures double brin. (adapté de Yoshimoto et al.
216

) 

 

Le MMR est sollicité par la présence de mésappariement entre deux bases de l’ADN 

et permet essentiellement de réparer les erreurs de réplication. Le BER intervient lorsqu’une 

base est endommagée, souvent à la suite de l’action d’espèces réactives de l’oxygène 

produites par des radiations ionisantes ou certains agents thérapeutiques. Le NER prend en 

charge de plus larges dommages tels que les distorsions de la double hélice d’ADN et les 

cassures simple brin de l’ADN, ce type de dommage peut se produire par exposition aux 

ultra-violet (UV), aux espèces réactives de l’oxygène, aux radiations ionisantes ainsi qu’à 

certains antinéoplasiques 215,216. Les sels de platine induisent des dommages qui peuvent 

être pris en charge par les systèmes de réparation de l’ADN du MMR et du NER. 

L’oxaliplatine produit des adduits essentiellement reconnus par le NER 67, ce qui explique 

que le niveau d’expression de la protéine ERCC1, impliquée dans le NER, est un indicateur de 

la réponse à ce sel de platine 126. Cependant, il a également été montré que la protéine 

XRCC1 (BER) pouvait jouer un rôle dans la résistance à l’oxaliplatine 132. Les voies de 

réparation NHEJ et HR peuvent toutes deux être sollicitées à la suite de cassures double brin 

de l’ADN (DSB). La voie NHEJ permet une réparation rapide de la cassure sans ralentissement 

du cycle cellulaire par le biais de la protéine DNA-PK 212. La recombinaison homologue 

s’effectue via les protéines ATM, BRCA et RAD51 qui peuvent réparer les dommages, ainsi 
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que réguler le cycle cellulaire par l’activation de « checkpoint ». La voie HR peut également 

réparer les cassures de l’ADN induites par un stress réplicatif (ex : collision ou arrêt de la 

fourche réplicative) ou des liaisons inter-brins par une voie ATR dépendante 215,216.  

Á l’état physiologique, dans le noyau de la cellule, ATR forme un complexe stable 

avec sa protéine partenaire ATRIP (ATR interacting protein). Le complexe ATR-ATRIP est 

recruté sur l’ADN uniquement lorsque celui-ci est recouvert par les protéines RPA qui 

reconnaissent spécifiquement l’ADN simple brin (ssDNA). Le ssDNA est généré au cours de la 

réplication et consécutivement au stress réplicatif ou à des dommages à l’ADN, cependant le 

complexe ATR-ATRIP n’est pas recruté durant la réplication. La fixation des protéines RPA au 

ssDNA s’effectuerait de façon transitoire et sur de courts segments de l’ADN lors de la 

réplication, alors que, après des dommages ou un blocage des fourches de réplication les 

protéines RPA formeraient une couverture plus large et persistante du ssDNA. C’est 

pourquoi, dans leur étude, Zou et Elledge émettent l’hypothèse que le recrutement d’ATR-

ATRIP au niveau du ssDNA recouvert par les protéines RPA, intervient en fonction de la 

quantité, de la durée et de la stabilité de la fixation de la protéine RPA à l’ADN 217. La 

reconnaissance du RPA lié à de l’ADN simple brin par le complexe ATR-ATRIP peut aussi, dans 

une moindre mesure, intervenir dans d’autres voies de réparation de l’ADN que la voie HR, 

telles que les voies du NER et du BER218,219. Afin d’assurer l’intégrité du génome, certaines 

voies de réparation de l’ADN sont donc interconnectées ou peuvent coopérer en fonction du 

nombre et de la complexité des lésions présentes sur l’ADN. C’est pourquoi, ATR peut 

également intervenir secondairement à l’action de la protéine ATM au niveau de cassures 

double brin réséquées213,219. 
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 3-1-2 Modulation du cycle cellulaire à la suite de dommages à l’ADN : 

Voies de signalisation ATM et ATR dépendantes. 

 Les protéines ATR et ATM peuvent, outre leur intervention dans le recrutement de 

protéines de réparation de l’ADN, provoquer l’arrêt du cycle cellulaire afin de faciliter 

l’intervention des systèmes de réparation.  

L’arrêt du cycle cellulaire s’effectue par l’activation de points de contrôle 

ou  « checkpoint ». Il existe un point de contrôle à la transition G1/S, dans la phase S et lors 

de la transition G2/M. Chez l’homme, les kinases Chk1 et Chk2 (checkpoint kinase 1 et 2) 

sont activées par les protéines ATR et ATM respectivement et sont impliquées dans la 

régulation et l’arrêt du cycle cellulaire. Après l’activation de la voie ATR-Chk1 ou de la voie 

ATM-Chk2, les protéines effectrices Cdc25 sont rapidement phosphorylées provoquant leur 

export du noyau et inhibant ainsi leur activité promotrice du cycle cellulaire 220. L’arrêt du 

cycle cellulaire est maintenu par stabilisation de la protéine p53 par le biais de sa 

phosphorylation au niveau de la serine 15 et 20 par la voie ATM-Chk2 ou ATR-Chk1. P53 peut 

ainsi activer ses gènes cibles dont p21 qui agit au niveau de la transition G1/S et maintient 

l’arrêt du cycle en inhibant principalement le complexe Cdk2-CyclineE (figure33) 212,220. 

 

 

Figure 33: Régulation du cycle cellulaire par les voies ATM-Chk2 et ATR-Chk1 
212
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Au delà de la régulation du cycle cellulaire, la voie ATR-Chk1 régule la stabilité des 

fourches de réplication et avec la voie ATM-Chk2 limite l’initiation de nouvelles fourches de 

réplication en cas de dommages à l’ADN 175,221. Les voies ATR-Chk1 et ATM-Chk2 jouent 

également un rôle dans l’apoptose consécutive à la présence de cassures double brin, leur 

rôle a notamment été mis en évidence dans l’induction de l’apoptose dépendante de p53 

222,223. Plus précisément, la protéine ATM est capable d’induire la phosphorylation de p53 au 

niveau de la ser46, induisant ainsi l’apoptose via les protéines pro apoptotiques PUMA et 

BAX 224,225. Cependant, après un stress réplicatif, l’activation de la voie ATR-Chk1 aurait un 

rôle anti-apoptotique 226. En effet, en 2015, l’étude de Hilton et al. met en évidence 

l’existence d’une forme cytoplasmique de la protéine ATR non liée à la protéine ATRIP qui, 

au niveau mitochondrial, bloque le recrutement de BAX limitant ainsi l’apoptose 227. 

L’activation de la voie ATM-Chk2 favoriserait donc l’arrêt du cycle cellulaire et l’induction de 

l’apoptose, alors que la voie ATR-Chk1 induirait un arrêt du cycle cellulaire ainsi qu’un 

blocage de l’apoptose au niveau mitochondrial en cas de stress réplicatif. 
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3-2 Article 

 Malgré les progrès réalisés dans la prise en charge du cancer colorectal, la résistance 

acquise aux traitements est une cause fréquente d'échec thérapeutique. Dans ce contexte, 

notre travail vise à déterminer les mécanismes moléculaires impliqués dans la résistance à 

l’oxaliplatine. Pour cela, nous avons utilisé une technique de criblage phénotypique sur la 

lignée clonale résistante à l’oxaliplatine HCT116-R1. Le but de ce criblage est d’identifier les 

kinases dont l’inhibition provoque une interaction létale avec l’oxaliplatine. Ce criblage a 

permis d’identifier ATR, protéine clef de la réparation de l’ADN, comme impliquée dans la 

résistance à ce traitement ; implication que nous avons validé en inhibant ATR par ARN 

interférence dans les cellules HCT116-R1, augmentant ainsi leur sensibilité à l’oxaliplatine. 

Par la suite, nous avons étudié in vitro l’effet de l’inhibition spécifique de la protéine ATR par 

le VE-822 combiné à l’oxaliplatine dans des lignées cellulaires résistantes à l’oxaliplatine 

(HCT116-R1, HCT116-R2, SW48-R), ainsi que différentes lignées cellulaires de cancer 

colorectal (HCT116, SW48, SW480, SW620, HT-29) en deux et trois dimensions. Le modèle 

cellulaire HCT116-R1 a plus particulièrement été étudié afin de mettre en évidence les 

mécanismes impliqués dans la synergie entre le VE-822 et l’oxaliplatine. Nous avons 

notamment exploré in vitro l’effet de cette combinaison de traitements sur l’apoptose, la 

prolifération, les voies de signalisation ATM-Chk2 et ATR-Chk1 ainsi que sur l’induction de 

dommages à l’ADN (ssDNA et DSB). In vivo, l’effet de la combinaison a été évalué par 

xénogreffe de cellules HCT116-R1 dans le modèle de souris nude. Dans une seconde partie, 

l’impact du double traitement sur la mort immunogène a été étudié in vitro par 

quantification de la translocation de la calréticuline (CRT), de la sécrétion d’ATP et du 

relargage de la protéine HMGB1 et in vivo par xénogreffe d’une lignée colorectale murine 

dans le modèle immunocompétent C57BL/6J. En dernier lieu, nous avons mis en évidence 

une signature moléculaire corrélant l’expression de certains gènes impliqués dans les voies 

de réparation de l’ADN à la réponse à l’oxaliplatine.  
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Abstract 

 Despite the recent advances achieved in the treatment of colon cancer, tumour 

resistance is a frequent cause of chemotherapy failure. Our work was aimed to determine 

the molecular mechanisms involved in the resistance to oxaliplatin, an anticancer agent 

widely used in colorectal cancer treatment. To this end, we used a previously established 

oxaliplatin-resistant cellular model from the colon adenocarcinoma cell line HCT-116. Among 

cellular clones available, we used one displaying mild resistance (10 fold named HCT116-R1) 

to perform a short hairpin RNA-based loss of function genetic screen in order to identify 

genes that can modulate the cellular response to oxaliplatin by revealing genes the silencing 

of which causes drug sensitivity (synthetic lethal interactions with the drug). Using this 

screen, we have identified ATR (Ataxia-telangiectasia mutated and rad3 related), a 

serine/threonine protein kinase that plays a key role in DNA repair by mediating the 

response to replication stress induced by various DNA damaging agents. We validated ATR 

implication in oxaliplatin resistance by showing that (i) shRNA-mediated repression of ATR in 

HCT116-R1 oxaliplatin-resistant CRC cells sensitizes such cells to the drug; (ii) co-incubation 

of ATR inhibitor VE-822 (or VX-970) with oxaliplatin led to a dramatic synergistic effect in six 

different CRC cell lines (HCT116 its oxaliplatin-resistant clones: HCT116-R1, HCT116-R2, 

SW48 and its oxaliplatin-resistant clone SW48-R and SW480, SW620 and HT29) using 2D and 

3D cell growth inhibition assays and in vivo model. The synergistic effect was evaluated using 



105 
 

 

dose matrix data (an algorithm implemented by our group); (iii) the synergistic effects of 

oxaliplatin and VE-822 was accompanied by an increase in ssDNA and DNA double-strand 

breaks levels, growth arrest and apoptosis induction. Besides, we observed an increasing of 

signals related to immunogenic death such as calreticulin exposure and ATP release. In 

conclusion, we demonstrate for the first time the functional role of ATR in the sensitivity to 

oxaliplatin in colorectal cancer. 

 

Introduction 

 Colorectal cancer (CRC) is the fourth most common cancer worldwide. In 2012, the 

estimated CRC incidence was of 1.3 million cases worldwide and CRC caused more than 700 

000 deaths (Ferlay, 2010). 30 % of patients present synchronous metastases and 50-60 % will 

develop metastases that will require chemotherapy. The current management is based on 

various drugs (5-FU/LV, capecitabine, irinotecan, oxaliplatin, bevacizumab, cetuximab and 

panitumumab) either in combination or as single agents (Van Cutsem, 2010). Thanks to 

these treatments, the patients’ overall survival has been significantly improved, but tumor 

resistance is still a frequent cause of therapy failure.  

Among the drugs used in CRC treatment, oxaliplatin is a third-generation platinum 

compound with a 1,2-diaminocyclohexane (DACH) carrier ligand and is used in combination 

with 5-fluorouracil and leucovorin (FOLFOX regimen). It causes inter- and intra-strand DNA 

cross-links that halt replication and transcription, leading to apoptotic cell death (ref). 

Oxaliplatin exert also its anti-tumour effect by inducing Immunogenic Cell Death (ICD) 

(Kroemer). This type of death stimulates host anti-tumour responses, so that the host 

immune system is primed to recognize and eliminate treated tumour cells. Resistance to 

oxaliplatin is through several factors such as reduced cellular uptake, impaired DNA adducts 

formation, alterations in DNA repair genes such as ERCC1 and XRCC1, defect in apoptosis 

and modifications in the levels of copper transporters (ATP7A and ATP7B) (Samimi 2005, 

Desolze 2002, Gourdier 2002, Safael 2006, Virag 2011). 

To overcome drug resistance, one possible way is to treat patients with combination of 

drugs but it has been proved challenging to choose from thousands of potential drugs. Since 
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a decade it is now accepted that high-throughput functional genetic screens (using ShRNA or 

Crispr/CAS9) provide a powerful tool to identify not only mechanisms of drug resistance but 

also new targets for efficient drug combination. Our study proposed to identify some of the 

molecular alterations that occurred in oxaliplatin-resistant CRC cell lines by performing 

kinome specific ShRNA genetic screen. We have identified ATR as responsible for oxaliplatin 

resistance and showed that the combination of ATR inhibitor and oxaliplatin is synergistic 

both in vitro and in vivo models. Molecularly, we have showed that the combination not only 

induced DNA double strand breaks leading to apoptosis but also promoted the activation of 

anti-tumour immunity signaling.  

 

Material and Methods 

Cell Culture 

The human colorectal cancer cell lines HCT116, SW48, SW480, SW620, HT29 were purchased 

from the American Type Culture Collection (ATCC, USA) and the murine colorectal cancer cell 

line CT26 kindly provided by Dr Nathalie Bonnefoy grown in RPMI-1640 supplemented with 

10 % fetal calf serum (FCS)and 2 mmol/L L-glutamine at 37°C under a humidified atmosphere 

with 5 % CO2. The murine colorectal cancer cell line MC38 provided by Dr Nathalie Bonnefoy 

grown in DMEM supplemented with 10 % FCS and 1mM of sodium pyruvate at 37°C under a 

humidified atmosphere with 5 % CO2. The Oxaliplatin-resistant clones (HCT116-R1, HCT116-

R2, SW48-R) were obtained as previously described by Gourdier et al. (2002). Briefly, the 

reference oxaliplatin-sensitive HCT116 cell clone was exposed to 5-10μM oxaliplatin and 

cloned to obtain the resistant HCT116-R1 and HCT116-R2 clones. SW48-R clone was 

obtained the same way from the parental colorectal cancer SW48 cell line. 

 

Drugs 

VE-822 (ATR inhibitor) was kindly provided by Dr Arnaud Coquelle and diluted at a final dose 

of 50 mM in dimethylsulfoxide (DMSO) (Sigma® Chemical Co., USA). Oxaliplatin was obtained 

from ICM at the dose of 5mg/ml and diluted in PBS at a final concentration of 12mM 

(Oxaliplatine ACCORD Cip : 3400957954642). Both stock drugs solutions were aliquoted and 

stored at -20°C. Poly-L-ornithine was purchased from Sigma and Formaldehyde reagent 16 % 
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to Electron microscopy sciences. Concerning the antibodies : anti-ATR #13934, anti-ATM 

#2873, anti p-ATM (Ser1981) #13050, anti CDK2 #2546, anti p-CDK2 #2561, anti Chk1 2360#, 

anti p-Chk1 (Ser345) #2341, anti Chk2 #2662, anti p-Chk2 (Thr68) #2661, anti-GAPDH #5174, 

anti-p21 Waf1/Cip1 #2947, anti p-p53 (Ser15) #9284 were obtained from cell signaling 

technology. Anti -p-ATR (Thr1989) GTX128145 comes from Genetex, anti β-Tubuline T4026 

from Sigma, and anti-p53 (DO-1) sc-126 from Santa Cruz Biotechnology). 

 

Cell cytotoxicity 

Growth inhibition assay was performed using the sulforhodamine B (SRB) assay as described 

by Skehan et al. (1990). Briefly, cells were seeded in 96-well plates (500-1000 cells/well) in 

complete medium. After 24h, drugs were applied in a dilution series. After 96 hours 

incubation, cells were fixed by adding trichloroacetic acid solution to a final concentration of 

10 % and stained with a 0.4 % sulforhodamine B solution in 1 % acetic acid (Sigma Chemical 

Co., USA). Fixed sulforhodamine B was dissolved in 10 mM Tris-HCl solution and absorbance 

at 560 nm was read using a Thermo Scientific Multiskan EX plate reader (USA). IC50 was 

determined graphically from the cytotoxicity curves. Each experiment was performed at 

least 3 times.  

 

Three-dimension (3D) spheroid assay 

For spheroid generation, 100μl/well of cell suspensions at optimized densities (50-300 

cells/well) was dispensed into ultra-low attachment 96-well round-bottomed plates (Corning 

B.V. Life Sciences, The Netherlands). Plates were incubated for 4 days at 37°C, 5 % CO2, 95 % 

humidity. Depending on their sensitivity, the spheroids were treated with the drugs VE-822 

(0.01 to 2.5 μM) and oxaliplatin (0.09 -30 μM) at day 4 and at day 10 after plating.  

At day 14, the images were captured with the Celigo™ imaging cytometer using the 

"Tumorosphere" application. The Celigo™ cytometer is a benchtop in situ cellular analysis 

system that provides images of wells using bright-field illumination (Nexcelom Bioscience, 

MA, USA). Cell viability was measured using a CellTiter-Glo Luminescent Cell viability assay 

(Promega, USA) according to the manufacturer instructions. Briefly, spheroids were 

incubated with 100 μL/well for 15 minutes with CellTiter Glo reagents at RT. After 

incubation, three-dimensional cultures were pipette mixed, aspirated with multichannel 
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pipettes and transferred into non sterile white flat bottom plates (greiner, Austria) for 

luminescence measurement on 1450 MicroBeta TriLux Luminescence microplate reader 

(Perkin Elmer). IC50 was determined graphically from the cytotoxicity curves. Each 

experiment was performed at least 3 times. 

 

Quantification of the interaction effect  

The interaction between the drugs tested in vitro was investigated with a dose matrix test, in 

which increasing doses of each single drug were tested with all possible dose combinations 

of the other drugs. For each dose combination, the percentage of surviving cells expected in 

the case of additivity was calculated according to the Loewe equation 228: 

 

where dA and dB are the doses of the inhibitory drugs A and B, and ICX,A and ICx,B their 

isoeffective doses that result in an effect of x %. The percentage of expected surviving cells 

in the case of effect independence was calculated according to the Bliss equation 228: 

 

where fuc is the expected fraction of cells unaffected by the drug combination in the case of 

effect independence, and fuA and fuB are the fractions of cells unaffected by treatment A and 

B, respectively. The generalized form of the Bliss equation for a combination of n 

treatments: 

 

 

was used to analyse the interaction effect of the combination of three drugs. The difference 

between the fuc value and the fraction of living cells in the cytotoxicity test was considered 

as an estimation of the interaction effect, with positive values indicating synergism and 

negative values antagonism. In addition to this point-by-point estimation, a synthetic index 

of interaction for the entire dose matrix (called combination index, CI) was calculated using 

the method proposed by Lehár 229–231:  

 

where fA and fB are the dilution factors used in the cytotoxicity assay for drugs A and B, 

respectively, and ZO and ZE are the matrices of the survival percentage for the experimental 
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data and for the corresponding Loewe additivity or Bliss independence data, respectively. CI 

is a positive-gated, effect-weighted volume over Loewe additivity or Bliss independence, 

adjusted for the variable dilution factors fA and fB.  

 

EDU assay 

The cell proliferation was measured by Click-iT® EdU (Invitrogen, USA) assay according to the 

manufacturer’s protocol. Briefly, 2.5 x 105 and 4 x 105 for HCT116 and HCT-116/R1 cells, 

respectively, were plated in 25 cm2 flask, and 24h later the cells were treated with 

oxaliplatin and/or VE-822 alone or combined. Twenty hours before collecting, cells were 

incubated with EDU. After 48h of treatment, cells were washed in ice cold PBS, fixed in 75 % 

ethanol and then incubated with Click-iT reaction cocktail for 30min. The cells were washed 

with PBS and then analyzed by flow cytometry.  

 

Cell cycle and subG1  

To determine the cell cycle distribution, cells were plated at 2.5 x 105 and 4 x 105 for 

HCT116 and HCT-116/R1 cells, respectively, in 25 cm2 flask, and 24h later the cells were 

exposed to the treatment of oxaliplatin (5μM) and VE-822 (1μM) doses. After 48h of 

treatment, untreated and treated cells were washed in ice cold PBS, fixed in 75 % ethanol 

and labeled with 40μg/ml propidium iodide (Sigma) containing 100μg/ml RNAse A (Sigma). 

Cell cycle distribution was then determined with a Gallios Cytometer (Beckman Coulter). Cell 

cycle populations were quantified using histogram analysis Kaluza software (Beckman 

Coulter).  

 

Apoptosis assay  

Cells were seeded in 25 cm2 flask (2.5 x 105 and 4 x 105 for HCT116 and HCT-116/R1 cells, 

respectively). After a 24-hour rest, cells were treated for 48h with the drugs alone or 

combined doses. Untreated and treated cells were labeled using the fluorescein 

isothiocyanate (FITC)-labeled annexin V (Annexin V/7-AAD - Beckman Coulter, Inc., USA) co-

labeled with 7-AAD to determine apoptotic cells. Analyses were performed on a Gallios 

Cytometer (Beckman Coulter). For apoptosis determination positive annexin V- and 7-ADD 
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cells were quantified using Kaluza software (Beckman Coulter) histogram analysis software.  

 

Western Blot 

Once treated the cells, , are washed (1 × PBS) and directly lysed in Laemmli Tp (4 % SDS, 20 % 

glycerol, 1 % 2-β mercaptoethanol, 0.004 % bromophenol blue, 0.125 M Tris HCL) + 

benzonase. After denaturation 5 min at 95 ° C, the protein extracts (10,000 cells / μl) are 

deposited and separated on SDS-PAGE polyacrylamide gels at 10, 12 % or on a 4-20 % 

gradient. They are then transferred to a nitrocellulose membrane with a transfer buffer 

containing 20 % ethanol for 1 hour in semi-dry transfer (gel 10 and 12 %) or for 2 hours in 

liquid transfer. The membrane is then blocked in a solution of PBS-Tween 0.1 % + 5 % milk 

for 1 hour at room temperature under agitation. It is then incubated with the primary 

antibody overnight at 4 ° C under gentle agitation. After three washes in 0.1 % PBS-Tween, 

the membrane is incubated for 1 hour in the presence of the anti-species secondary 

antibody of the primary antibody coupled to HRP (Horse Radish Peroxidase) diluted to 

1/5000 in milk 5 % PBS-Tween 0.1 % under gentle agitation. After washing, the proteins of 

interest are revealed by chemiluminescence (Kit ECL revelblot plus, and ECL revelblot 

intense) and visualized by a G-Box (Syngene). 

 

ssDNA and DNA breaks : RPA32, γH2AX and Dapi Staining  

Black sided 96 well, flat bottomed plates (Greiner, austria) were coated with poly-L-ornithine 

and seeded with HCT-116 (4000 to 9000 cells/well) or HCT116-R1 (8000 to 16000 cells/well). 

Cells were treated 24h later with VE-822 (1 µM) and/or Oxaliplatin (12.5 or 50 µM) during 3, 

6, 16 and 24h. Following treatments, medium was remove and non chromatin bound RPA 

was extracted with PBS-Triton 0.2 % during 1min30s on ice. After this, all the steps require 

delicacy to keep cells attached to the plate. Between each step cells are washed with PBS + 

BSA 1mg/ml. The cells are first fixed using PBS + PFA at 4 % during 30 min and permeabilized 

with PBS-Triton 0.2 % during 10 min at room temperature (RT). Following a saturation step 

(30 min with PBS + BSA 1 %) the two primary antibodies (anti-RPA32, Abcam, ab2175 and 

anti-γH2AX, cell signaling technology, #9718) diluted in PBS + BSA 1 mg/mL are added in 

each well during 1h at RT. Then, secondary antibodies are mixed (anti-mouse A448, 

Invitrogen, A11029 and anti-rabbit A568, Fisher scientific, A11011) diluted in PBS + BSA 1 
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mg/mL and added in each well during 45 min at RT. Following this step cells are keeped 

away from light, and exposed to Dapi at 1 µg/mL during 30 min at 37°C. After this final step 

cells are washed a last time and put in PBS. Détection of A488, A568 and dapi was done in a 

cytometer imaging system (Celigo) for each well. 

 

Calreticulin (CRT) exposure 

About 1.5-2x105 cells were plated in 6-well plates, the medium was changed 24 h later and 

treatment was added for 48 h (oxaliplatin (25μM) and/or VE-822 (1μM)). Cells were 

collected, washed with cold PBS-10 % FBS and stained with 7-Amino-Actinomycin D (7 AAD) 

(Beckman Coulter) for 30 min. After washing with PBS-10 % FBS, cells were fixed with 0.25 % 

paraformaldehyde for 5 min. After washing, cells were incubated for 1 h with CRT-Alexa647 

antibody (ab196159) followed by washing. Cells were fixed with 1 % paraformaldehyde for 5 

min. The samples were then analysed by Gallios Cytometer (Beckman Coulter) to identify 

CRT exposure. Fluorescent intensity of CRT positive stained cells was gated on 7’AAD-

negative cells. 

 

Detection of ATP and HMGB1 release 

Detection of ATP and HMGB1 release were analyzed after 24 and 48h treatment with 

oxaliplatin [12.5-100μM] and/or VE-822 [1μM] where the supernatant was collected after 

incubation time and centrifuged to remove remaining dying cells. For ATP measurement it 

was used the luminescence assay ATPlite (PerkinElmer) according to manufacturer’s 

instructions. Quantification of HMGB1 was assessed by ELISA assay according to the 

manufacturer’s instructions (IBL International). 

 

In vivo studies 

Xenografts: Six eight-week-old female athymic nu/nu and C57/Bl6 mice (Charles River 

Laboratories, France) were injected subcutaneously (s.c.) with HCT116/R1 or MC38 tumor 

cells (2 × 106 and 5x105, respectively) subcutaneously into the left flank of each mouse. 

Tumors were detected by palpation and measured with calipers weekly. Mice were 

euthanized when the tumor volume reached 1500 mm3. Ethical approvals were obtained 

according to local ethics committee (Ethics Committee approved by the French Ministry, 
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animal facility approval C34-172-27, personal approval (Céline Gongora) 34.142 and protocol 

approval CEEA-LR- X).  

 

Oxaliplatin and VE-822 treatment: When tumors reached the volume of 100 mm3, mice 

were treated with: i) 0.2 ml of 0.9 % sodium chloride solution intraperitoneal (i.p.) + D-α-

Tocopherol polyethylene glycol succinate (TPGS) (gavage) (control group) twice per week for 

four weeks; ii) 5 mg/kg oxaliplatin by i.p. injection once per week for four weeks (Oxaliplatin 

group); iii) 30 mg/kg VE-822 (diluted in TPGS) (for HCT116-R1) or 20 mg/kg VE-822 (for 

MC38) by gavage two times per week for four weeks (VE-822 group); or iv) 5 mg/kg 

oxaliplatin once per week + 30 mg/kg VE-822 (HCT116-R1) or 20 mg/kg VE-822 (MC38) two 

times per week (oxaliplatin + VE-822 group).  

 

Statistical analysis: A linear mixed-regression model, containing both fixed and random 

effects, was used to determine the relationship between tumor growth and number of days 

after grafting. BLI data were first transformed using the natural log scale to better fit the 

assumptions of the linear mixed model. The fixed part of the model included variables 

corresponding to the number of post-graft days and the different treatments. Interaction 

terms were built into the model; random intercepts and random slopes were included to 

take time into account. The coefficients of the model were estimated by maximum 

likelihood and considered significant at the 0.05 level. Statistical analysis was performed 

using the STATA 10.0 software (StataCorp). 
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Gene expression profiling and statistical analyses and Building of DNA repair risk score 

To analyse ATR gene expression we used data set GSE62322 from the prospective single-

center study REGP [Del Rio et al., 2007; Del Rio et al., 2012]. These data set contains gene 

expression profiles of 17 normal mucosa, 20 primary tumor and 19 hepatic metastases tissue 

samples from patients with mCRC. 

To build a DNA repair risk score, we used gene expression data originating from two 

cohorts,.The Tsuji dataset (GSE28702) comprising 80 stage IV CRCs treated with FOLFOX 

regimen (Tsuji et al., 2012); Dr. Shingo Tsuji kindly provided the OS data for this series. The 

Del Rio dataset (GSE72970) including 36 stage IV CRCs, treated with FOLFOX regimen and 

their clinical data (Del Rio et al., 2017).  

Gene expression data were normalized with the MAS5 algorithm and analyses processed 

with GenomicScape (http://www.genomicscape.com)1 the R.2.10.1 and bioconductor 

version 2.5 programs.  

A consensus list of genes coding for the proteins involved in DNA repair pathways have been 

obtained using REPAIRtoire database (http://repairtoire.genesilico.pl) 2 and by review of 

Medline (supplementary table S1).The DNA repair risk score (termed DNA repair score) was 

built using our previously published methodologies to develop prognostic scores using set of 

prognostic genes coding for related proteins 3-6. DNA repair score is the sum of the Cox beta 

coefficients of each of the 12 DNA repair genes with a prognostic value, weighted by ±1 if 

the patient tumor cell signal for a given gene is above or below the probeset maxstat value 

of this gene5,6.  

 

Results 

Functional genetic screen reveal ATR as responsible for oxaliplatin resistance in colorectal 

cancer cells 

We addressed the sensitivity of numerous colorectal cancer cell to oxaliplatin growth in 2D 

(Fig 1A) and 3D (Fig 1B), respectively. We have tested five colorectal cancer cell lines 

(HCT116, SW48, SW480, SW620 and HT29) and three oxaliplatin-resistant (HCT116-R1, 

HCT116-R2 and SW48-R) established by long-term growth with Oxaliplatin doses (Gourdier, 

2002). The cell lines used display different molecular characteristics in terms of MSI/MSS 
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status, origin, and mutations on KRAS, BRAF, PIK3CA and TP53 genes (Fig 1C1). As expected, 

the three oxaliplatin-resistant cell lines displayed the highest IC50 values for both 2D and 3D 

assays (Fig. 1).  

To identify synthetic lethal interactions with oxaliplatin, we performed a loss-of-function 

genetic screen focused on kinome genes in oxaliplatin resistant cells. We used a shRNA 

library representing 518 human kinases and searched for genes whose inhibition confers 

sensitivity to oxaliplatin in oxaliplatin resistant HCT116-R1 cells (Prahallad, 2012). HCT116-R1 

cells were infected with the lentiviral kinome ShRNA library and cultured in absence or in 

presence of 3µM of oxaliplatin (oxaliplatin dose required to kill all the sensitive HCT116 cells 

but inefficient for the HCT116-R1 cells (Fig 2A)) for 10 days. Then, shRNAs were recovered by 

PCR and relative abundance was determined by barcode identifiers present in each shRNA 

vector using next-generation sequencing. We considered shRNA vectors that were 

significantly depleted in oxaliplatin-treated cells by at least 50 % by the drug treatment, and 

genes represented by multiple shRNA matching this criteria were selected. Figure 2B shows 

that only few of the 1798 hairpins in the library met this criteria, among which three (out of 

four) were independent shRNA vectors targeting ATR. To validate this finding, we infected 

HCT116-R1 cells with ATR shRNA vector (Fig 2C) and we observed that suppression of ATR 

expression sensitize the HCT116-R1 cells to oxaliplatin (Fig 2D and suppl. Fig 1). Moreover, 

when comparing the IC50 values of ATR knocked-down cell HCT116-R1 and HCT-116 cell line 

we observe that the ATR depleted resistant cells become as sensitive to oxaliplatin as the 

HCT116 cell line (Fig 2E). This result suggests that ATR inhibition is sufficient to overcome 

oxaliplatin resistance, at least in HCT116-R1 clone. 

We then tested if ATR or its target protein, CHK1, are constitutively activated in HCT116-R1 

cells compared to the sensitive HCT116 cell line. Western blot analysis showed that neither 

ATR nor CHK1 are activated in non-treated HCT116-R1 cells (Fig 1F). Additionally, we tested 

the ATR expression in a transcriptome dataset from patients with mCRC (Fig 1C), and 

compared normal tissue (n:17), primary colon tumour (n:20) and hepatic metastases (n:19). 

ATR expression was significantly higher in primary tumours and hepatic metastases, 

indicating that this gene is aberrantly expressed in tumour samples and might be a potential 

target.  
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The combination of ATR inhibitor (VE-822) and oxaliplatin is synergistic in colorectal cancer 

cells 

At present two ATR inhibitors are clinically available, VX-970 (Merck) and AZD-6738 (Astra-

Zeneca), with VX-970 more advanced in terms of clinical development. We then used the VX-

970 (labelled VE-822 for in vitro experiments) to test the combination of oxaliplatin and this 

ATR inhibitor. The interaction of oxaliplatin and VE-822 was evaluated using a full-range dose 

matrix approach and SRB cytotoxicity tests. The combination was analyzed in HCT116-R1 

cells (Fig. 3A) in 2D and 3D and also in seven other CRC cell lines (supplementary Fig. 3). 

Results are presented as the percentage of cell survival (blue matrix) and values of the 

additive, synergistic and antagonistic effects (black, red and green matrices, respectively). A 

synergistic interaction of oxaliplatin+VE-822 combination was observed in all the cell lines 

tested, with the highest values in HCT116-R1, HCT116-R2 and SW48-R, indicating that 

combination of ATRi with oxaliplatin can efficiently overcome oxaliplatin resistance. The 

distribution of the interaction effects was not always homogeneous over the dose matrices. 

For instance, focal areas with higher synergy were often located in dose regions 

corresponding to high doses of VE-822. 

Next, we investigated whether ATR inhibition could affect oxaliplatin cytotoxic activity in 

mice injected s.c. with HCT116-R1 cells. Xenografted mice were divided into four groups: 

non-treated group, one treated with oxaliplatin alone, one with VE-822 alone, and the last 

group was treated with oxaliplatin and VE-822 (Figure 3B). Oxaliplatin and VE-822 alone had 

no effect on tumor growth compared to non-treated group. The combination of oxaliplatin 

and VE-822 was the most effective treatment (p=0.018). This result confirms the previous 

observation obtained in vitro and provides evidence that inhibition of ATR can enhance the 

therapeutic effect of oxaliplatin on drug resistant cells in vivo. 

 

ATRi + oxaliplatin induces apoptosis, reduce cell proliferation and activates ATM/CHK2 

pathway  

We then investigated whether ATRi (VE-822) + oxaliplatin synergistic effect involves increase 

of cell death and/or inhibition of cell proliferation. Firstly, cell cycle analysis showed that 

while each treatment alone display only a minor effect, the association of VE-822 with 
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oxaliplatin induce a reduction of cells in the S-phase of the cell cycle and an increase of cells 

in the sub-G1 phase, representative of late apoptosis (Fig 4A). 

Secondly, we assessed apoptosis by identification of Annexin-V positive cells (Figure 4B) 

(representative of early apoptosis). The results indicated that apoptosis induction in HCT116-

R1 cells by each drugs alone was low and non-significant (compared to non-treated cells), 

but it was strongly induced by the combination of oxaliplatin + VE-822 (compared to non-

treated and drugs alone). These experiments demonstrate that oxaliplatin + VE-822 induces 

apoptosis in oxaliplatin resistant cells, HCT116-R1, in a synergistic manner, as it had been 

observed for the cytotoxic assays in the matrix approach. 

Next, we further tested the effect of oxaliplatin and VE-822 on cell proliferation using EdU 

assay. Oxaliplatin and VE-822 alone had no effect on cell proliferation, but the association of 

both drugs inhibited cell proliferation as indicated by the reduction of EdU-positive HCT116-

R1 cells (from 75 % in untreated cells to 18 % in oxaliplatin + VE-822-treated cells; p= 0,0094) 

(Figure 4C). These results demonstrate that ATR inhibition synergize with oxaliplatin to 

induce cell proliferation arrest.  

We then performed immunoblot analysis of proteins belonging to ATR and ATM signaling 

pathways in HCT116-R1 (Fig 4D) and HCT116 (Supplemental Fig 2) after treatment with 

oxaliplatin and VE-822 alone or associated. In both cell lines, we observed that oxaliplatin 

activated phosphorylation of ATR and CHK1. The addition of VE-822 inhibited these 

enhanced phosphorylations, indicating that VE-822 is an efficient ATR inhibitor. Moreover, 

we observed oxaliplatin did not induced phosphorylation of ATM and CHK2, but VE-822 

indeed induced CHK2 phosphorylation. The combination of Oxaliplatin + VE-822 induced an 

important increase of ATM and CHK2 phosphorylation, indicating that the inhibition of the 

ATR signaling pathway, in presence of oxaliplatin, induces also another DNA repair pathway, 

the ATM pathway. Finally, we could observe that p53 and p21 levels and p53 

phosphorylation are increased by the drug combination, and CDK2 phosphorylation (a target 

of ATR pathway) is decreased. 

Altogether, these results demonstrated that the association of oxaliplatin and the ATR 

inhibitor VE-822 has a cytotoxic and cytostatic effect on colorectal cancer cell lines, and this 

association, while inhibiting the ATR pathway activates the ATM one. 
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ATR inhibition + oxaliplatin induces high replication stress, leading to DNA breaks  

It is well known that ATR plays an essential role in the cellular response to replication stress 

(RS), and one of the features of RS is the accumulation of ssDNA. Since the persisting ssDNA 

is coated with RPA, we analyzed RPA positive cells in untreated or VE-822 combined with 

oxaliplatin treated cells, and the extent of DNA damage by staining gH2AX (Fig 5A). When 

analyzing single labeling of RPA (Fig 5B), VE-822 induced a subtle increase of ssDNA, while 

oxaliplatin induced a greater increase. Interestingly, the VE-822 and oxaliplatin combination 

is more potent in inducing ssDNA than both drugs alone. Similarly, when analyzing gH2AX, 

we observed that DNA breaks was neither induced by VE-822 alone nor by oxaliplatin alone 

but the drug combination was highly potent to induce DNA breaks, indictating that the VE-

822 and oxaliplatin association is synergistic to induce DNA damage (Fig 5B). 

We then discriminate between cells showing RPA labelling alone (ssDNA), gH2AX alone (DNA 

damage), or both (Fig 5C) as a function of time. We could observe that oxaliplatin alone 

induced only a slight increase in RPA staining, but no gH2AX and no double labelling (RPA 

and gH2AX). On the other hand, in the presence of the drug combination, the cells with RPA 

labelling gradually became gH2AX/RPA positive, indicating replication catastrophe driven by 

excessive ssDNA accumulation (Toledo, Cell 2013).  

 

ATRi + oxaliplatin induced anti-tumour immune signaling 

It has been shown in 2010 that oxaliplatin induces immunogenic cell death of colorectal 

cancer cells (Tesniere, Oncogene, 2010). We then asked whether the addition of ATR 

inhibitor will enhance or inhibit this effect, and to do so we used syngenic graft of tumor 

cells. Before grafting, we tested in two murine cell lines the efficacy of the drug combination. 

We then performed the full-range dose matrix approach and SRB cytotoxicity tests using 

four oxaliplatin doses and five VE-822 doses, in CT-26 and MC-38 murine cells (Fig. 6A) in 2D 

and 3D. Results are presented as in the figure 3A. A strong synergistic interaction with the 

oxaliplatin+VE-822 combinations was observed for both cell lines, with the highest values in 

3D compared to 2D, indicating that the combination is highly synergistic in murine cells as 

well.  



118 
 

 

We then monitored in vitro the ICD-associated processes such as calreticulin (CRT) exposure, 

ATP secretion and HMGB1 release (Kepp, 2014, oncoimmunol, consensus Guidelines) in 

murine MC38 cells and the oxaliplatin-resistant human HCT116-R1 (Fig 6). Translocation of 

CRT to the outer leaflet of the plasma membrane has been evaluated by flow cytometry on 

live cells (Fig 6B). In HCT116 and HCT116-R1, VE-822 does not increase the CRT exposure, but 

oxaliplatin and drug combination do so. In the murine MC38 cells, VE-822 or oxaliplatin 

alone induced a higher increase in CRT translocation, and the induction by the drug 

combination was synergistic. ATP secretion has been addressed by luminescent assay. We 

could observe that not only VE-822 and oxaliplatin alone induced ATP release in HCT116-R1 

and MC-38 cells (Figure 6C), but also VE-822 and oxaliplatin association induced it but in a 

stronger manner, especially for MC-38 cells. We then tested the HMGB1 release in both cell 

lines. We could observe that only the drug association induced significant HMGB1 increase in 

MC38 cells (Figure 6D). All these results indicate that oxaliplatin is a bona fide ICD inducer, as 

it has been already published in other cell lines, but also that its association with the ATR 

inhibitor VE-822 increases significantly these characteristics, indicating that the drug 

association might increase the immunogenic cell death in vivo.  

To confirm this hypothesis, we performed an in vivo experiment in immunocompetent mice 

grafted with MC-38 (Fig 6E). When tumors reached 100mm3, grafted mice were divided in 

four groups: one group was left untreated, one was treated with oxaliplatin alone, one with 

VE-822 alone and the last group with oxaliplatin and VE-822. As in the nude mice, VE-822 

had no effect in tumor growth compared to the untreated mice. Oxaliplatin inhibited tumor 

growth, contrary to the previous experience on nude mice, confirming the role of ICD on 

oxaliplatin mode of action. The combination of oxaliplatin and VE-822 was statistically more 

effective than oxaliplatin alone (p=) or VE-822 alone (p=) and this anti-tumor growth effect 

of the combination was higher than in the nude mice, confirming the induction of ICD with 

the oxaliplatin+ VE-822 treatment. This result provides evidence that inhibition of ATR can 

not only reverse resistance to oxaliplatin in vivo, but also activates the ICD. 
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Identification of prognostic genes whose expression is regulated by oxaliplatin treatment 

in two independent cohorts of patients 

As we found that an inhibitor (ATR inhibitor) that impacts the DNA repair is highly potent 

and most importantly is synergistic with oxaliplatin in colorectal cancer cells we asked 

whether we could identify deregulated DNA repair genes that can be associated with overall 

survival and response to oxaliplatin-based treatment in CRC patients. Microarray gene 

expression data from primary tumor before treatment (FOLFOX) from two independent 

cohorts of patients with colorectal cancer were used. One cohort with 80 patients (Tsuji 

cohort), and the other with 36 patients (DelRio cohort), treated with FOLFOX with response 

to treatment included. A list set of 176 genes involved in the six major DNA repair pathways 

[base excision repair (BER), NER, mismatch repair (MMR), homologous recombination repair 

(HRR), nonhomologous end joining (NHEJ) and FANC pathways] was defined using the 

REPAIRtoire database (http://repairtoire. genesilico.pl) and review of the literature (Bret et 

al., 2014, BJH). The Maxstat R function and Benjamini Hochberg multiple testing correction 

showed that 12 out of the 176 genes have a prognostic value (5 genes with poor and 7 with 

good prognostic values) (Figure 7-Table A). We obtained a DNA-repair gene signature, where 

the gene-expression profile-based risk score was created. Bad prognostic genes are highly 

expressed in patients with high DNA-repair score and the reverse for good prognostic genes. 

For each cohort, patients were ranked according to DNA-repair score.  

Using Maxstat R function, a maximum difference in OS was obtained with a DNA-repair 

Score = -4.2464 splitting patients into a low survival-risk group of 67.5 % patients (DNA-

repair score <4.2464) with a 12 months median OS and a high survival-risk group of 32.5 % 

patients (DNA-repair Score>4.2464) with not reached median survival (p=6.58 10-5). High-risk 

patients are characterized by a higher expression of the 5 bad prognostic genes and a lower 

expression of the 7 good ones used for DNA-repair Score building. The DNA-repair Score, 

computed using Tsuji’s cohort parameters, is also prognostic in an independent cohort of 36 

patients from Del Rio (Del Rio cohort) (figure 7B-C). The median OS of patients with high 

DNA-repair Score was 17 months and not reached for patients with low DNA-repair Score 

(p=0.00181) . Finally, Del Rio’s cohort also includes FOLFOX treatment response data after 

the first course according to the WHO criteria. We could observed, by using the same DNA-

repair score (–4.2464) a significant difference in Progression Free Survival (PFS) (p=0.0189) 
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with a low survival-risk group with a 8 months median PFS and a high survival-risk group with 

a 21 median PFS.  

Discussion 

Resistance to oxaliplatin is an important problem in CRC. This study was aimed to identify a 

new therapeutic target to overcome oxaliplatin resistance in colorectal cancer. To identify 

such gene we performed a “chemical synthetic lethality screening” also called “drop out 

screen”. Indeed we found ATR, whose inhibition synergizes with oxaliplatin to induce cancer 

cells death. The combination of oxaliplatin with an ATR inhibitor is cytotoxic and cytostatic as 

it induces cell death and inhibits cell proliferation, phenomenon activated by high replication 

stress, DNA damages and activation of the ATM pathway. This cell autonomous effect of the 

drug combination is accompanied by induction of immune cell death. We have also 

identified a gene expression-based DNA-repair score, which is prognostic for CRC patient’s 

survival and predictive to oxaliplatin treatment. 

Clinical efficacy of oxaliplatin has been largely demonstrated, and its mechanism of action is 

well known as well. As all the platinum derivatives, its primary target is DNA, where 

oxaliplatin can form intrastrand and inter-strand cross-links. The repair of these lesions is 

mostly occurring through nucleotide excision repair (NER), and this process involved ERCC1, 

2, 3, 4, 5. An association between ERCC1 expression and response to platinum derivatives 

has been widely demonstrated, especially in advanced non-small cell lung cancer, bladder 

cancer, head-and-neck cancer and esophagus cancer in response to cisplatin and in 

colorectal cancer in response to oxaliplatin. Our predictive DNA-repair signature confirm the 

importance of ERCC1 in oxaliplatin resistance, and identify four others NER proteins involved 

in such resistance, which are GTF2H3, HMGN1, RPA2 and GTF2H2, confirming the impact of 

NER pathway in the repair of oxaliplatin-induced lesions. Even more interesting is the fact of 

having identified the implications the homologous recombination (HR) pathway in response 

to oxaliplatin. Indeed, 50 % of the genes in the DNA-repair signature belongs to the HR 

pathway (SCARP, XRCC2, DMC1, BARD1, C19orf40 and RPA2) which might be surprising at 

first glance, but which is very consistent with our discovery: ATR, the major protein of the HR 

pathway, is implicated in resistance to oxaliplatin. Thus, the DNA-repair signature could 

become a biomarker of oxaliplatin response in colorectal cancer patients and will permit to 

identify patients who will need the more the combination and who will need the more a new 
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treatment. Molecularly, we found for the first time that oxaliplatin can induce replicative 

stress and the ATR/CHK1 pathway. Oxaliplatin by itself induces ssDNA and its combination 

with the ATRi (VE-822) induce DNA damage and cell death. 

Acquired resistance to oxaliplatin has limited the success of this colorectal cancer treatment. 

Loss of function genetic screen led us to identify the kinase ATR responsible, at least in part, 

of this resistance and to discover a highly potent drug combination therapy. Such screen has 

already identified ATR, CHK1 and WEE1 as involved in sensitivity to cisplatin in triple negative 

breast cancer (Zheng et al., 2017). Moreover, ATR inhibition has already been shown to 

exhibit synergy with chemotherapy, radiotherapy and PARP inhibitors, in ovarian cancer in 

combination with cisplatin and gemcitabine, in pancreatic cancer with gemcitabine, in breast 

cancer with camptothecin, and with cisplatin, oxaliplatin, gemcitabine, etoposide and SN38 

in lung cancer. But none of these studies have shown that the combination of ATRi with 

chemotherapy or radiotherapy was able to overcome drug resistance. Moreover, concerning 

the role of ATR in sensitivity to oxaliplatine is somehow controversial, since at least two 

studies have shown the opposite effect. First, Lewis et al. have shown in 2009 that ATR 

contributes to survival after cisplatin but not oxaliplatin in fibroblast and osteosarcoma cell 

lines (Lewis, 2009, MCT) and Hall et al., demonstrated in 35 lung cancer cell lines that ATR 

inhibition sensitize cells to five DNA damaging drugs (cisplatin, oxaliplatin, gemcitabine, 

etoposide and SN38). While the combination of cisplatin or etoposide with the ATR inhibitor 

VX-970 are always synergistic, the combination with oxaliplatin is synergistic in only in 60 % 

of the cell lines tested and is antagonistic in the other 40 % (Hall et al., Oncotarget, 2014). 

These results indicates that the synergistic effect of oxaliplatin with ATR inhibitor depends 

on the cell line. Our results on colorectal cancer cell lines, where all the cell lines tested were 

sensitive to the combination of oxaliplatin and ATR inhibitor, even the drug resistant cells, 

reveal that CRC is specific to the synergistic interaction of oxaliplatin and ATR inhibition. 

Finally, it has been recently shown that the antitumor activity of oxaliplatin is due, at least in 

part, to the activation of immune cell death (Tesniere et al., Oncogene, 2010). Tumor cells 

treated with oxaliplatin can produce adenosine-5’-triphosphate (ATP), release in the tumour 

microenvironment the DNA-binding protein HMGB1 and expose to the outer part of the 

plasma membrane the chaperone protein calreticuline. These three signals stimulates host 

antitumor immune responses to recognize and eliminate treated cells. Our results show that 
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in all cell lines tested oxaliplatin is able to induce the three signals, as expected, but above 

all, we demonstrate for the first time that the ATR inhibitor by itself can induce the three 

signals in some cell lines, and can enhance these signals when combined with oxaliplatine. 

This in vitro result is confirmed in the experiments on immunocompetent mice, where we 

have shown that the combination of oxaliplatine + VE-822 induce tumour graft inhibition 

and activate T cell compartment. 

Altogether, our data indicate undoubtedly that the association of ATR inhibitor with 

oxaliplatin is highly efficient in colorectal cancer, even in drug resistant cells. Thereby, the 

result of our synthetic lethality screen will provide rational mechanistic basis for oxaliplatin+ 

ATRi clinical trial. 
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Figure legends 

Figure 1 - Oxaliplatin IC50 values for colorectal cancer cells. Colorectal cell lines HCT116 and 

its resistant clones (HCT116-R1 and HCT116-R2), SW48 and its resistant clone (SW48-R), 

SW480, SW620 and HT29 were treated with increasing doses of oxaliplatin (0-30µM). The 

IC50 values were obtained using sulforhodamine b assay (SRB) (A) and 3D sphere formation 

(B). Error bars represent the mean ± SD of at least three independent experiments. C) 

molecular characteristics of colorectal cancer cell lines used in this study. 

 

Figure 2 - Identification and validation of ATR gene using the synthetic lethality assay in 

oxaliplatin resistant colon cancer cells. A) schematic workflow of the ‘‘dropout’’ shRNA 

screen for genes whose inhibition was selectively lethal in oxaliplatin resistant colon cancer 

cell line. One oxaliplatin resistant clone HCT116-R1 was infected with the Kinome library 

shRNA library polyclonal virus and screened for shRNAs that cause lethality after oxaliplatin 
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treatment. B) ATR shRNAs were significantly depleted in HCT116-R1 treated cells. C) 

Differential gene expression of ATR in samples from patient with mCRC (NM-normal mucosa, 

PT-primary tumor, HM-hepatic metastasis). D) ATR pathway profile in HCT116 and the 

resistant clone HCT116-R1. ATR, p-ATR, Chk1 and p- Chk1 proteins were measured by 

western blot. Tubulin levels were used as loading control. ATR is synthetically lethal with 

oxaliplatin resistance phenotype in colorectal cell. HCT116-R1 were stably infected with a 

shRNA targeting ATR. E) The level of knockdown of ATR protein was measured by western 

blot. The shLuc vector was used as a control. ATR knocked-down cells were treated with 

increasing doses of oxaliplatin and viability was assessed by SRB (F) and IC50 values obtained 

(G). H) 3D sphere formation with ATP measurement was also performed. 

 

Figure 3 - ATR inhibition combined with oxaliplatin treatment alters HCT116-R1 viability in 

vitro and in vivo. A) HCT116-R1 cells were treated with increasing doses of oxaliplatin and 

VE-822 and viability was assessed by SRB for 2D experiment and with ATP measurement for 

3D experiment to obtain viability matrix. Synergy Matrix were calculated as described in 

material and methods. B) Effect of the ATR inhibitor combined with oxaliplatin on HCT116-

R1 cells xenografts in nude mice. Mice received oxaliplatin or VE-822 alone (orange and 

green line), both treatment (red line) or were treated with vehicle (blue line). 

 

Figure 4 - ATR inhibition combined with oxaliplatin treatment alters cell cycle distribution 

and induces cell death. Cells were treated for 48h either with agents alone (oxaliplatine 

[5µM] and VE-822 [1µM]) and/or combined, and then analyzed cell cycle distribution (A) 

using propidium iodide staining method, the number of annexin-V (B) and EdU-positive cells 

(C) by flow cytometry (p=0.05). Bars represent the mean ± SD of at least three independent 

experiments. p<0.05, *compared to control; # compared to the combination. (D) 

Quantification of ATM-Chk2 and ATR-Chk1 signaling pathway protein expression in HCT116-

R1 by western blot. 

 

Figure 5 - ATR inhibition combined with oxaliplatin induces high replication stress, and 

DNA breaks Illustration of the used method to determine the RPA, γH2AX and RPA + γH2AX 

parameters for (C), total RPA and total γH2AX for (B); Example of labeling for the 

combination VE-822 [1μM] + oxaliplatin [50μM] in the HCT116-R1 cell line. (B) Analysis of 
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total RPA and total γH2AX after 16h of treatment. Bars represent the mean ± SD of at least 

three independent experiments. p<0.05, *compared to control; # compared to the 

combination. (C) Separated analysis of the of RPA, γH2AX and RPA + γH2AX labeling as a 

function of time after oxaliplatin [50 µM] or VE-822 [1μM] + oxaliplatin [50 µM] treatment.  

 

Figure 6 - Oxaliplatin combined with ATR inhibitor VE-822 induces immune death signaling. 

A) MC-38 and CT26 cells were treated with increasing doses of oxaliplatin and VE-822 in 2D 

and 3D to obtain viability and synergy matrix as described in figure 3. B) Calreticulin (CRT) 

exposure on the cell surface of MC38 and HCT116/R1 cells was assessed after 48 h with 

oxaliplatin (25µM) and/or VE-822 (1µM) treatment, or without treatment (control) by flow 

cytometric analysis. (C,D) Detection of ATP and HMGB1 release. ATP and HMGB1 release in 

the supernatants was assessed by luminescence and ELISA assays, respectively. MC38 and 

HCT116/R1 cells were treated with oxaliplatin (12.5 or 100µM) and/or VE-822 (1µM) for 24 

and/or 48 h. Bars represent the mean ± SD of at least three independent experiments. E) 

Effect of VE-822 combined with oxaliplatin on MC-38 cells xenografts in C57BL/6J mice 

model. Curves of tumoral progression for each mice (9 or 10) per treatment condition. Mice 

received oxaliplatin [5mg/kg] or VE-822 alone [20mg/kg] (orange and green line), both 

treatment (red line) or were treated with vehicle (blue line) as decribed in material and 

methods. 

 

Figure 7 - Identification of prognostic genes whose expression is regulated by oxaliplatin 

treatment in two independent cohorts of patients. (A) DNA-repair gene signature obtained 

after The Maxstat R function and Benjamini Hochberg multiple testing correction, there is 5 

genes with poor (orange background) and 7 with good prognostic values. (B-C) High DNA-

repair score in primary colorectal cancer tumor could predict for shorter overall (OS) and 

progression free survival (PFS). Patients of the Tsuji’s cohort (N=80) and Del Rio’s cohort 

(N=36) were ranked according to increasing DNA-repair score and a maximum difference in 

OS and PFS was obtained using the Maxstat R function. 

 

Supplementary figure 1 - suppression of ATR expression sensitizes the HCT116-R1 cells to 

oxaliplatin. (A) Pictures of cytotoxic assay in 2D culture after exposure of HCT116-R1 cells 

(mock, transduced with shLuc or shATR virus) to increasing doses of oxaliplatin evaluated by 

revelation of living cells with crystal violet. (B) End point pictures of cytotoxic assay in 3D 
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culture after exposure of HCT116-R1 cells (mock, transduced with shLuc or shATR virus) to 

increasing doses of oxaliplatin. 

 

Supplementary figure 2 - Effect of ATR inhibition combined with oxaliplatin treatment in a 

panel of colorectal cell lines. Colorectal cell lines HCT116 and its resistant clones (HCT116-

R1 and HCT116-R2), SW48 and its resistant clone (SW48-R), SW480, SW620 and HT29 were 

treated with increasing doses of oxaliplatin and VE-822 in 2D and 3D to obtain viability and 

synergy matrix as described in figure 3. 

 

Supplementary figure 3 - Effect of ATR inhibition combined with oxaliplatin treatment on 

ATR and ATM pathways. Quantification of ATM-Chk2 and ATR-Chk1 signaling pathways 

proteins by western blot analysis in HCT116 cells. 
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Figure 3 
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Figure 5 
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Figure supplémentaire 1 
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Figure supplémentaire 2 
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Figure supplémentaire 3 
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3-3 Commentaires de l’article 

 Dans cet article, nous montrons pour la première fois, l’implication de la protéine 

ATR dans la résistance à l’oxaliplatine. De plus, nous confirmons la synergie entre l’inhibition 

pharmacologique d’ATR et l’oxaliplatine dans diverses lignées cellulaires de cancer colorectal 

sensibles et résistantes à l’oxaliplatine. Nous démontrons également que l’effet cytotoxique 

et cytostatique de cette combinaison de traitements est causé par une accumulation de 

ssDNA provoquant in fine des cassures double brin et l’activation de la voie ATM-Chk2. Nous 

montrons également in vitro que l’inhibiteur d’ATR, le VE-822, a la capacité d’augmenter la 

présence des marqueurs de la mort cellulaire immunogène lorsqu’il est combiné avec 

l’oxaliplatine. Enfin, l’effet synergique de la combinaison de traitement a été confirmé in vivo 

dans deux modèles murins, l’un immunodéficient et l’autre immunocompétent, 

respectivement greffés avec la lignée HCT116-R1 ou la lignée de cancer colorectal murin 

MC38. 

 Nos résultats démontrent un lien entre les dommages induits par l’oxaliplatine et 

l’activation de la voie de signalisation ATR-Chk1. De plus, la combinaison entre le VE-822 et 

l’oxaliplatine provoque une augmentation du stress réplicatif dans le modèle HCT116-R1. 

Nos résultats suggèrent également que le VE-822 jouerait un rôle direct ou indirect dans 

l’induction des marqueurs de l’ICD en combinaison avec l’oxaliplatine. C’est ainsi qu’in vivo, 

utilisé à de faibles doses, le VE-822 augmente significativement les effets de ce médicament 

cytotoxique, suggérant que la combinaison VE-822 + oxaliplatine pourrait provoquer une 

forte réponse immunitaire anti-tumorale en clinique. 

 Dans la partie suivante, des commentaires ou compléments d’informations seront 

apportés sur les points suivants : 

i) L’effet du double traitement selon le statut mutationnel des lignées utilisées 

ii) Les modifications de la signalisation ATR-Chk1 et ATM-Chk2 dans la lignée HCT116 et 

HCT116-R1 

iii) L’étude du stress réplicatif, résultats préliminaires de l’étude des fourches de réplication 
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i) L’effet du double traitement selon le statut mutationnel des lignées utilisées 

 Un panel de lignées de cancer colorectal a été exposé à la combinaison du VE-822 et 

de l’oxaliplatine mettant en évidence des réponses différentes en 2D et en 3D à ce double 

traitement (article figure 3A et figure supplémentaire 2). 

 En 2D, une synergie forte est présente dans les lignées résistantes à l’oxaliplatine, et 

dans les lignées HCT116 et HT-29. Une légère synergie est observée dans la lignée SW620. 

Cependant une additivité (indice≈0) voire un léger antagonisme (indice de synergie compris 

entre -15 et 0) prédomine dans les lignées SW48 et SW480.  

 En 3D, les effets synergiques de la combinaison sont majorés par rapport à la culture 

2D dans toutes les lignées sauf dans les cellules HT-29 où il y a davantage d’additivité et 

d’antagonisme. Le changement le plus notable est observé dans la lignée SW48 pour laquelle 

nous observons un antagonisme léger en 2D mais une forte synergie en 3D. De manière 

globale, la culture 3D augmente les effets combinés du VE-822 et de l’oxaliplatine alors que 

l’effet de chaque traitement seul est lui globalement minoré. Á noter que la lignée HCT116-

R2 qui posséde un défaut dans l’apoptose mitochondriale lié à l’absence de la protéine BAX 

138, répond au double traitement avec une synergie plus modérée que les autres lignées 

résistantes à l’oxaliplatine. 

 Au niveau mutationnel, il est connu que les lignées de cancer colorectal MSI sont de 

meilleurs pronostic 234 et que la mutation de p53 fréquemment arborée dans les cancers CIN 

peut altérer la réponse aux thérapies à base de sels de platine 137,235,236. Ici, nos résultats ne 

confirment pas les données de la littérature car la combinaison n’est pas moins efficace dans 

les lignées p53 mutées issues de tumeurs CIN (SW480, SW620 et HT-29). Néanmoins, il est 

intéressant de constater que dans les lignées qui répondent moins bien en 2D, la 

combinaison démontre de meilleurs effets en 3D (SW48, SW480, SW620) et que lorsqu’il n’y 

a pas de synergie, l’antagonisme reste léger. Enfin, l’observation principale est la forte 

synergie de l’association entre le VE-822 et l’oxaliplatine observée dans les trois modèles 

cellulaires de résistance à l’oxaliplatine, démontrant du fort potentiel de ce double 

traitement dans la résistance acquise à ce médicament cytotoxique en clinique. 
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ii) Les modifications de la signalisation ATR-Chk1 et ATM-Chk2 dans la lignée HCT116 et 

HCT116-R1 

 La lignée HCT116 exposée à l’oxaliplatine répond par une activation soutenue de la 

voie ATR-Chk1-p53 et une accumulation de p21. En revanche, dans la lignée HCT116-R1 la 

même concentration d’oxaliplatine induit une activation de la voie ATR-Chk1-P53 qui ne 

conduit pas à une accumulation de p21. La combinaison du VE-822 et de l’oxaliplatine dans 

la lignée HCT116-R1 active la voie ATM-Chk2-p53 induisant une accumulation de la protéine 

p21. De façon intéressante la même activation a lieu dans la lignée HCT116 mais celle-ci 

induit une accumulation moins importante de protéine p21 que lorsqu’elle est exposée à 

l’oxaliplatine seul.  

 On observe donc que l’activation de la protéine p53 et l’accumulation de p21 

surviennent uniquement dans les conditions où la survie de ces lignées est affectée par les 

traitements.  

 Enfin, dans la lignée HCT116-R1, le VE-822 seul est capable d’induire une activation 

de la protéine Chk2 et de la protéine p53 aussi importante que la combinaison de 

traitement, ce qui n’est pas le cas dans la lignée HCT116. On observe également une 

augmentation légère mais significative des DSB consécutive à ce même traitement (figure 5 

de l’article). Ceci suggère que l’inhibition d’ATR seule est suffisante pour causer des 

dommages à l’ADN dans le modèle cellulaire HCT116-R1 et démontre ainsi la dépendance de 

la lignée HCT116-R1 à cette voie de signalisation. 

 

iii) L’étude de l’origine du stress réplicatif, résultats préliminaires de l’étude des fourches de 

réplication 

 Dans l’article, nous avons mis en évidence une induction de ssDNA et de DSB dans les 

cellules HCT116-R1 traitées par le VE-822 et l’oxaliplatine (article figure 5). On observe 

notamment que l’oxaliplatine et la combinaison VE-822 + oxaliplatine induisent une 

augmentation significative du ssDNA et que seule la combinaison induit des cassures double 

brin après 16 h de traitements aux concentrations utilisées (figure 5B). L’augmentation de la 

présence d’ADN simple brin peut être le témoin d’un stress réplicatif provoqué par le 
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blocage ou le ralentissement des fourches de réplication. C’est pourquoi nous avons étudié 

la vitesse d’élongation des fourches de réplication après 24 h d’exposition aux différents 

traitements, en collaboration avec l’équipe du Dr P.Pasero (IGH, Montpellier). Nos premiers 

résultats montrent que l’oxaliplatine et le VE-822 sont capables d’induire un ralentissement 

significatif de la fourche réplicative comparé à la condition contrôle (figure 34). Ici, l’avancée 

de la fourche est étudiée par la mesure de l’incorporation d’un analogue de la thymidine, le 

CldU (cf : matériel et méthodes supplémentaires). On observe notamment que le VE-822 

induit une diminution de la longueur des fourches réplicatives bien plus importante que 

l’oxaliplatine. Á ce stade nous mettons donc en évidence que l’oxaliplatine et le VE-822 

peuvent chacun induire un stress réplicatif, par une augmentation du ssDNA et/ou une 

action sur les fourches de réplication. Le ralentissement des fourches réplicatives par un 

autre inhibiteur d’ATR, le VE-821, a déjà été démontré, alors que pour l’oxaliplatine seul un 

ralentissent de l’action des polymérases a été mis en évidence237–239. Les résultats obtenus 

démontrent donc que le VE-822 induit un fort niveau de stress réplicatif, pouvant ainsi être à 

l’origine de l’augmentation des DSB et de l’activation des protéines Chk2 et p53, observés 

dans la lignée HCT116-R1 (cf : figure 4 et 5 de l’article). Nous exposerons par la suite cette 

lignée au double traitement afin d’étudier la progression des fourches et espérons, au vue 

de ces résultats préliminaires, observer un très fort ralentissement voire un blocage de la 

réplication. 

 

Figure 34: Le VE-822 et l’oxaliplatine ralentissent significativement la progression des fourches réplicatives 

dans la lignée HCT116-R1. Les mesures de la longueur de l’incorporation de Cldu ont été effectuées après 24h 

de traitement et leur moyenne rapportée à la condition contrôle placée arbitrairement à 1.  
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3-4- Matériel et méthodes supplémentaires 

Etude des fourches de réplication par étalement des fibres ADN : 

 i) Marquage: 

Les cellules HCT116-R1 sont ensemencées dans une plaque 6 puits à fond plat (0,5*106 

cellules/puits). Le lendemain, elles sont exposées aux traitements (VE-822 1 μM ou 

oxaliplatine 12,5 μM) durant 24h. L’ADN des cellules est ensuite marqué par deux analogues 

de la thymidine (IdU et CldU). L’IdU est ajouté dans le milieu à une concentration de 20 μM 

durant 15 minutes, puis le milieu est remplacé par un milieu contenant le CldU à la 

concentration de 40 μM durant 15 minutes. Enfin, le milieu est remplacé par du milieu 

contenant 400 μM de thymidine durant 2 h (période de chasse).  

Par la suite, les cellules sont trypsinées, rincées, et mises en suspension dans du PBS à une 

concentration de 1*106 cellules/mL et la suspension cellulaire est conservée sur glace. 

 

 ii) Etalement (dans une chambre humide): 

1) 2 μL de suspension cellulaire (≈2 000 cellules) sont déposés en haut d’une lame de 

microscopie durant 5 minutes. 2) 7 μL de tampon de lyse (Tris-HCL 200 μM, EDTA 50 μM, SDS 

0.5 % dans H2O milliQ) sont ajoutés à la suspension, délicatement mélangés à la pointe du 

cône et incubés durant 3 minutes. 3) La lame de microscopie est alors légèrement inclinée 

pour permettre à la goutte de lentement glisser jusqu’à atteindre le bas de la lame (figure 

35). La lame est ensuite sortie de la chambre humide et, une fois sèche, est plongée dans un 

tampon de fixation (acide acétique 1:3 méthanol) durant 10 minutes et à nouveau séchée.  

 

 

Figure 35: Etapes de l'étalement des fibres ADN sur lame 
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 iii) Immunomarquage: 

Chaque lame est réhydratée (2 x 5 minutes dans de l’H2O), puis dénaturée (1 heure dans 

une solution d’HCl 2,5 M). Après avoir été rincées dans du PBS, les lames sont plongées dans 

une solution de blocage (PBS + BSA 5 %) durant 1 h. Elles sont ensuite incubées avec 

l’anticorps primaire anti-CldU (rat anti-BrdU OBT0030- Abcam) dilué au 1/50e dans du PBS-

triton 0,1 % pendant une heure à 37°C dans une atmosphère humide. Puis, après rinçage 

(PBS-triton 0,1 %), avec l’anticorps secondaire anti-espèce correspondant (anti-rat A488 

A11006 - Thermofisher Scientific) dilué au 1/50e dans du PBS-triton 0,1 % durant 45 minutes 

à 37°C dans une atmosphère humide. Après rinçage (PBS-triton 0,1 %), les lames sont 

incubées avec les anticorps primaires de souris anti-ssDNA et anti-IdU (IgG2a surnageant-

DHSB, IgG1 347580-BD Biosciences) dilués au 1/50e dans du PBS-triton 0,1 % pendant une 

heure à 37°C dans une atmosphère humide. Puis, après rinçage (PBS-triton 0,1 %), avec les 

anticorps secondaires correspondant (anti-IgG2a A647 A21241 et anti-IgG1 A546 A21123 - 

Thermofisher Scientific) dilués au 1/50e dans du PBS-triton 0,1 % durant 45 minutes à 37°C 

dans une atmosphère humide. Après rinçage (PBS-triton 0,1 % x 2 et PBS x 1) les lames sont 

montées (prolong gold + lamelles) puis séchées à l’abri de la lumière 24 h à température 

ambiante. 

 

 iv) Détection: 

Les fibres marquées présentes sur la lame sont prises en photo au moyen d’un microscope à 

fluorescence (Leica DMRM). Pour chaque condition entre 100 et 200 longueurs de CldU 

incorporé sont mesurées. Chaque expérience est effectuée en triplicat. 

 

 

Figure 36: Exemple de mesure de progression de la fourche. Le CldU apparaît en vert, l’IdU en rouge. 
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4-Discussion 

 Le but de notre projet était de mettre en évidence des kinases impliquées dans la 

résistance aux médicaments cytotoxiques et aux thérapies anti-EGFR utilisés dans le 

traitement du cancer colorectal (à l’exception de l’erlotinib) au moyen de criblages 

phénotypiques effectués dans des lignées résistantes à ces thérapies. Dans la résistance aux 

médicaments cytotoxiques, le criblage nous a permis d’obtenir des résultats très significatifs 

pour la majorité des shRNA identifiés. En revanche, dans la résistance aux thérapies ciblées 

(cétuximab, panitumumab, et erlotinib) aucun shRNA de la banque utilisée n’a montré de 

résultat significatif à la suite de la première analyse des résultats de ce criblage.  

 Pour expliquer cela nous émettons plusieurs hypothèses :  

 i) Différences dans le protocole : La diversité du site d’insertion des shRNA était 10 

fois plus élevée dans les criblages consacrés aux médicaments cytotoxiques (10 000 contre 1 

000) ; la représentation de chaque shRNA était, elle aussi plus élevée (1 500 contre 1 000). 

Ce qui a pu avoir un impact sur la significativité de nos résultats lors du dernier criblage 

phénotypique. 

  ii) les lignées choisies et les traitements utilisés: Dans le cas des criblages consacrés 

aux médicaments cytotoxiques les lignées clonales utilisées sont 10 à 20 fois moins sensibles 

aux médicaments cytotoxiques choisis que la lignée de référence (HCT116). Dans le dernier 

criblage la lignée HCT116 est totalement réfractaire aux traitements par le cétuximab et le 

panitumumab et répond très peu à l’erlotinib, ce qui a pu constituer un obstacle dans la 

découverte de létalité conditionnelle. De plus, l’oxaliplatine et l’irinotécan sont capables 

d’induire des dommages à l’ADN causant un arrêt du cycle cellulaire ainsi que l’apoptose des 

cellules cancéreuses 53,67. In vitro, les thérapies anti-EGFR ont principalement un effet anti 

prolifératif, ce qui est peut être insuffisant pour obtenir un différentiel important pour 

chaque shRNA entre la condition traitée et non traitée.  

 De plus, beaucoup d’études ont comparé des lignées KRAS « sauvages » et mutées 

afin de mettre en évidence une létalité conditionnelle impliquant la mutation de KRAS. 

Cependant une seule étude, publiée en 2015, a étudié les thérapies anti-EGFR dans certaines 

lignées KRAS mutées. Dans cette étude, Astsaturov et al. ont mis en place un criblage 

phénotypique (siRNA) en plusieurs parties utilisant dans un premier temps la lignée A431 
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(KRAS « sauvage ») traitée par le cétuximab, le panitumumab, l’erlotinib ou l’irinotécan 145. 

La lignée A431 contrairement à la lignée HCT116 répond aux médicaments testés et c’est 

après une première sélection effectuée dans cette lignée que les cibles validées ont été 

testées dans d’autres lignées dont la lignée HCT116. Il est intéressant de voir que les 

protéines DDR2 et RAC1 font parties des cibles potentielles issues du premier criblage réalisé 

dans cette étude. Cependant, suite au second criblage phénotypique, l’implication de ces 

protéines n’a pas été confirmée. Dans cette étude, ce criblage en deux parties a permis 

d’obtenir des résultats y compris dans les lignées réfractaires aux thérapies anti-EGFR et de 

resserrer l’étau autour des cibles les plus robustes, limitant ainsi le risque de faux positifs. Un 

autre moyen pouvant être utilisé pour potentialiser l’effet d’anticorps thérapeutiques et 

pour obtenir de nouvelles intéractions létales est le criblage phénotypique in vivo. Dans ce 

cas, les propriétés d’ADCC des anticorps monoclonaux comme le cétuximab85 pourraient 

être prises en compte de même que le caractère hypoxique des tumeurs solides. Dans 

l’étude de Possik et al. 240, les auteurs ont comparé un même criblage phénotypique effectué 

in vitro et in vivo, mettant en évidence les protéines DDR comme essentielles pour 

l’expansion des cellules tumorales de mélanomes in vivo. De cette façon, ils ont prouvé 

l’intérêt du criblage phénotypique in vivo pour obtenir des cibles thérapeutiques 

pertinentes, ainsi que sa faisabilité. Prises ensembles, ces différentes études suggèrent que 

le contexte choisi pour ce dernier criblage était sans doute trop ardu pour obtenir des 

résultats significatifs. Cependant, certaines améliorations peuvent être envisagées telles que 

le choix d’une lignée arborant la mutation KRAS mais étant moins réfractaire aux thérapies 

anti-EGFR (ex : DLD-1) ou encore l’établissement d’un criblage phénotypique in vivo, afin de 

prendre en compte l’effet des thérapies anti-EGFR dans leur globalité. 

 Enfin, malgré la faible significativité des résultats dans le dernier criblage, étudier les 

cibles pour lesquelles au moins la moitié des shRNA ont été déplétés dans la condition 

traitée a mis en évidence des cibles déjà impliquées dans la résistance aux thérapies anti-

EGFR telles que BRAF, EGFR et PI3K 120. C’est pourquoi nous avons décidé de poursuivre 

l’analyse en croisant les cibles communes à plusieurs traitements afin de limiter les risques 

de faux positifs, nous permettant ainsi de valider l’implication de deux cibles potentielles : 

DDR2 et ATR dans la résistance aux thérapies anti-EGFR. 
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 Dans les criblages phénotypiques consacrés aux médicaments cytotoxiques, 

oxaliplatine et irinotécan (SN-38), les deux cibles identifiées dans chacun des criblages 

présentent des profils d’activités très similaires. En effet, ATM et ATR sont deux protéines 

complémentaires dans la détection et la réparation des dommages à l’ADN. Cependant, la 

protéine ATM est associé à la détection des cassures double brin que l’irinotécan peut 

induire 55,213, tandis que la protéine ATR est plutôt associée au stress réplicatif qui peut être 

généré par l’oxaliplatine. Cependant, nous observons que l’inhibition d’ATR est également 

effective dans la lignée résistante au SN-38 et dans la lignée HCT116 en combinaison avec 

l’irinotécan en 2D et en 3D (figures 37 et 38) confirmant ainsi les données de la littérature 

238. On observe tout de même, que pour la lignée HCT116, la synergie est plus forte 

lorsqu’elle est traitée par le VE-822 et l’oxaliplatine (article figure supplémentaire 2) que par 

le VE-822 et le SN-38 (ci-dessous). 

 

 

Figure 37: Matrices de viabilité et de synergie obtenues à la suite du traitement des lignées cellulaire G7 (A) 

et HCT116 (B) par le VE-822 associé au SN-38. Les résultats ont été obtenus après 96h de traitement 

(expérience représentative). 
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Figure 38 : Matrices de viabilité et de synergie obtenues à la suite du traitement des lignées cellulaire G7 (A) 

et HCT116 (B) par le VE-822 associé au SN-38, en culture trois dimension (expérience représentative). 

 

 Outre ATM et ATR, le rôle de la protéine RAC1 a été à plusieurs reprises étudié dans 

la réponse aux stress génotoxiques comme les UV ou les agents alkylants. La protéine RAC1 

semble faire le lien entre la signalisation des dommages à l’ADN après des cassures double 

brin ou certaines lésions reconnues par la voie BER et la production d’espèces réactives de 

l’oxygène 241–243. Enfin, très récemment, une étude montre que ROR2 joue un rôle dans la 

résistance au cisplatine par le biais d’un adaptateur transmembranaire capable d’induire 

l’expression de gènes de réparation de l’ADN BRCA1 (HR) et MLH1 (MMR) dans des tumeurs 

de l’endométre 244. 

 De plus, les protéines RAC1 et ROR2 sont également, toutes deux, liées à la voie Wnt, 

qui est la première voie de signalisation dérégulée lors de la carcinogénèse colorectale 12. 

Ces deux protéines sont plus particulièrement impliquées dans la voie non canonique de 

Wnt. Le rôle de RAC1 dans la voie Wnt est démontré depuis de nombreuses années, 
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notamment dans le développement embryonnaire, la migration cellulaire ainsi que dans 

l’initiation et la progression tumorale 245–247. Le récepteur membranaire, autrefois orphelin, 

ROR2 qui interagit avec les ligands de la voie Wnt  est à l’origine de la voie non canonique de 

Wnt 248 et est très impliqué dans le développement embryonnaire 197. Ce rapport à la 

signalisation non canonique de Wnt est intéressant car dans le cancer colorectal le transfert 

entre la voie canonique et non canonique de Wnt peut être impliqué dans la résistance aux 

traitements 249.  

 Ainsi, les deux criblages consacrés aux médicaments cytotoxiques ont mis en 

évidence des cibles qui sont toutes liées à la réparation des dommages à l’ADN. Les 

protéines ATM et RAC1 étant impliquées dans la reconnaissance et la signalisation après la 

survenue de DSB, lésions générées par l’irinotécan 55. Les protéines ATR et ROR2 sont, elles, 

directement ou indirectement impliquées dans la voie de réparation par recombinaison 

homologue : voie sollicitée après un stress au niveau des fourches de réplication, que les 

adduits de platine peuvent causer en gênant l’extension de brins d’ADN néoformés 250. De 

plus, les deux protéines impliquées dans la signalisation des dommages à l’ADN 

appartiennent à la voie non canonique de Wnt. Cette recherche sans a priori nous a donc 

conduit à des cibles présentant un lien direct avec les thérapies testées. Les criblages 

confirment ainsi l’importance des voies de réparation de l’ADN dans la résistance acquise 

aux antinéoplasiques. Ils confirment aussi le rôle majeur de la voie Wnt dans le cancer 

colorectal et metten en évidence son rôle dans la résistance aux médicaments cytotoxiques. 

 Dans la seconde partie des résultats nous nous sommes focalisés sur la protéine ATR 

qui était la seule cible dont l’inhibition restaurait totalement la sensibilité à l’oxaliplatine 

dans la lignée clonale résistante HCT116-R1. En étudiant les voies de signalisation ATR-Chk1 

et ATM-Chk2 ainsi que la présence de ssDNA et de DSB, nous avons montré que la 

combinaison provoquait une activation de la voie ATM-Chk2 ainsi qu’une augmentation de 

ssDNA et de cassures double brin.  

 Dans l’article présenté, nous démontrons pour la première fois que l’oxaliplatine 

utilisé à de faibles concentrations est capable d’activer la voie ATR-chk1 dans la lignée 

HCT116 et HCT116-R1. Il est décrit dans la littérature que l’oxaliplatine provoque des 

dommages essentiellement reconnus par le NER, et dans une moindre mesure par le BER et 
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le HR 251. ATR intervient dans la voie de réparation HR215,216, cependant cette protéine peut 

par sa reconnaissance de l’ADN simple brin lié par la protéine RPA avoir une action dans le 

NER252. Ainsi, dans les modèles cellulaires HCT116 et HCT116-R1, la réparation des 

dommages induits par l’oxaliplatine semble être ATR dépendante.  

 Par ailleurs, dans la signature mise en évidence en collaboration avec le Dr J.Moreau 

à partir d’échantillons cliniques, nous démontrons que le niveau d’expression de certains 

gènes impliqués dans les voies de réparation HR et NER est crucial dans la réponse à 

l’oxaliplatine. De plus, la forte expression de certaines protéines du NER (dont ERCC1) est 

corrélée à une faible survie après un traitement par l’oxaliplatine, confirmant ainsi les 

données de la littérature mettant en évidence un lien entre surexpression d’ERCC1 et une 

mauvaise réponse ou résistance à l’oxaliplatine chez les patients atteints de CCR 127,129. Ce 

qui suggère que la lignée clonale HCT116-R1 pourrait réparer de façon plus efficace les 

dommages induits par l’oxaliplatine par une surexpression de protéines impliquées dans la 

voie NER. 

 Nous émettons alors l’hypothèse que l’addition du VE-822 à l’oxaliplatine permet 

d’augmenter le stress réplicatif que ce sel de platine provoque seul, induisant ainsi des 

dommages létaux dans les cellules cancéreuses. La littérature met en évidence que la 

stabilisation du stress réplicatif passe par la phosphorylation de la protéine RPA2 par ATR253. 

De plus, l’activation d’ATR inhibe l’initiation de nouvelles origines de réplication permettant 

de limiter la présence de ssDNA et prévenant ainsi l’épuisement des protéines RPA 254. 

L’étude de Toledo et al. ainsi que nos résultats nous permettent donc de proposer le modèle 

suivant pour expliquer la synergie de la combinaison de l’oxaliplatine et du VE-822 dans la 

lignée clonale HCT116-R1 (figure 39).  
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Figure 39: Modèle d'action de l’oxaliplatine et de la combinaison du VE-822 et de l’oxaliplatine dans la lignée 

HCT116-R1. Schémas inspirés de Toledo et al.
254

 

 

Cette lignée, lorsque elle est exposée à l’oxaliplatine, subit une augmentation de ssDNA non 

suivie de DSB contrairement à ce que l’on peut observer dans des lignées sensibles 255. Les 

protéines RPA permettent de protéger l’ADN simple brin ainsi généré et l’activation de la 

voie ATR-Chk1 limite l’initiation de la réplication à partir de nouvelles origines de réplication 

induisant une forte baisse de ssDNA lié à la réplication. Ainsi, le stock de protéines RPA n’est 

pas complètement épuisé et le ssDNA recouvert est stabilisé jusqu’à réparation des 

dommages ; la cellule survit. Lors d’une exposition au double traitement, la voie ATR-Chk1 

est inhibée, le déclenchement de nouvelles origines de réplication n’est donc pas freiné, 

ainsi les protéines RPA libres s’épuisent, à la fois sollicitées par le processus réplicatif et par 

le ssDNA généré par l’oxaliplatine. Le ssDNA serait alors instable, d’une part car ATR n’est 

pas activé et ne peut donc pas stabiliser le RPA2, et d’autre part, il n’y aurait pas 

suffisamment de protéines RPA pour recouvrir tout le ssDNA présent. Le stress généré par 

cette situation n’est donc pas régulé, causant des DSB au niveau des zones de ssDNA non 

stabilisés puis une activation de la voie ATM-Chk2 conduisant à un arrêt du cycle cellulaire 

ou à l’apoptose des cellules traitées.  
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Le mécanisme d’action de cette combinaison de traitements tire, dans ce modèle cellulaire, 

partie du niveau de stress réplicatif basal présent dans les lignées cancéreuses colorectales 

de type MSI. Ce stress réplicatif endogène a permis d’obtenir des effets létaux avec des 

concentrations minimes de traitements et donc potentiellement très peu d’effets délétères 

sur les cellules saines environnantes. Ces résultats sont très favorables à la mise en place 

d’un essai clinique dans cette localisation cancéreuse. Nous nous demandons désormais si 

l’effet synergique entre l’oxaliplatine et le VE-822 est spécifique du cancer colorectal ou s’il 

peut survenir dans d’autres localisations cancéreuses. Á noter, qu’à ce jour, la combinaison 

entre l’oxaliplatine et le VE-822 a déjà été testée dans un panel de lignées cancéreuses 

pulmonaires avec un effet bénéfique pour moins de 50 % des lignées 256, ainsi dans ce 

contexte c’est la combinaison entre le cisplatine et le VE-822 qui avait montré les meilleurs 

résultats. Ceci Suggère tout de même que l’inhibition d’ATR présente un très fort potentiel 

thérapeutique dans le domaine de la cancérologie que ce soit en combinaison avec des sels 

de platine, des inhibiteurs de topoisomérase I ou de la radiothérapie 175,177,238. 
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 Aujourd’hui, la survie globale des patients atteints de cancer colorectaux 

métastatiques a été fortement améliorée par les combinaisons de chimiothérapies 

conventionnelles à base de 5-FU, d’oxaliplatine et/ou d’irinotécan et de thérapies dirigées 

contre le récepteur de l’EGF ou le VEGF. Cependant, la résistance innée et acquise aux 

traitements est une cause fréquente d'échec thérapeutique.  

 C’est pourquoi mon projet de thèse, en accord avec la thématique de l’équipe, vise à 

découvrir de nouvelles cibles thérapeutiques et/ou de nouveaux biomarqueurs dans la 

résistance aux traitements utilisés pour traiter le cancer colorectal.  

 Pour répondre à cet objectif, nous avons effectué plusieurs criblages phénotypiques 

par ARN interférence en ciblant les gènes du kinome humain pour découvrir des kinases 

respectivement impliquées dans la résistance à l’oxaliplatine, à l’irinotécan ou aux thérapies 

anti-EGFR (cétuximab, panitumumab, erlotinib). Le but final de ce projet étant de révéler des 

kinases dont l’inhibition provoque une interaction létale avec l’un des traitements utilisés. 

Pour ce faire, nous avons adapté cette technique de criblage à la lignée d’adénocarcinome 

colique HCT116, résistante aux thérapies anti-EGFR, ainsi qu’à des lignées clonales 

résistantes à l’oxaliplatine (HCT116-R1) ou à l’irinotécan (G7) générées au laboratoire à 

partir de cette même lignée cellulaire.  

 Les résultats obtenus par criblages phénotypiques dans des lignées présentant une 

résistance acquise aux médicaments cytotoxiques (HCT116-R1 et G7) nous ont permis de 

mettre en évidence deux protéines impliquées dans la résistance à l’oxaliplatine, ATR et 

ROR2 ainsi que deux protéines impliquées dans la résistance à l’irinotécan, ATM et RAC1. 

Tandis que l’intérêt des protéines ATR et DDR2 dans la résistance aux thérapies anti-EGFR a 

été confirmé dans la lignée HCT116, la première en combinaison avec le panitumumab, la 

seconde en association avec le cétuximab et le panitumumab. Les autres kinases 

potentiellement impliquées dans la résistance aux thérapies anti-EGFR (YSK4 et TNNI3K) 

n’ont pu être confirmées par ARN interférence et ne possèdent pas d’inhibiteur spécifique, 

cependant dans l’étude de Boehme et al. 208 il est fait mention de certains composés en 

développement utilisés pour inhiber la protéine YSK4 que nous pourrions tester (Tableau 6).  
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Tableau 6 : Tableau récapitulatif des résultats obtenus à la suite des trois criblages phénotypiques 

 

 

 Dans la résistance à l’irinotécan, l’implication des cibles potentielles ATM et RAC1 a 

été confirmée. Cependant, l’inhibiteur d’ATM utilisé dans la lignée résistante G7 n’est 

fortement synergique (indice > 15) avec le SN-38 qu’à des concentrations inhibant à la fois 

ATM, PI3K et DNA-PK. L’impact de l’inhibition d’ATM est donc limité dans ce contexte, le 

potentiel de cette inhibition devra tout de même être testé en culture 3D et/ou avec un 

inhibiteur plus spécifique 172 (ex : KU59403 ou AZD0156 174) avant de pouvoir conclure sur 

cette cible. L’inhibition de RAC1 combinée au SN-38 semble plus prometteuse dans la lignée 

résistante G7, il faudrait donc confirmer cette cible dans d’autres modèles de résistance à 

l’irinotécan. Á noter que de nouveaux inhibiteurs plus spécifiques de RAC1 potentiellement 

utilisables en clinique sont disponibles 189.  

 Les cibles potentielles obtenues à la suite du criblage phénotypique effectué dans la 

lignée clonale résistante à l’oxaliplatine ont été confirmées. L’intéraction létale entre ROR2 

et l’oxaliplatine a, à ce stade, seulement été confirmée par ShRNA. Cependant, des résultats 

préliminaires intéressants ont été obtenus avec deux anticorps candidats sélectionnés par la 
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plateforme GenAC. Il reste donc à reproduire ces résultats in vitro, puis à choisir l’anticorps 

candidat le plus prometteur pour poursuivre les études in vivo. D’une part, pour observer 

l’ADCC qu’induira l’anticorps anti-ROR2 (format IgG1) et, d’autre part, pour prendre en 

compte l’ICD résultant de l’utilisation de l’oxaliplatine. 

 ATR, cible la plus prometteuse, identifiée comme un déterminant de la résistance à 

l’oxaliplatine, joue un rôle clé dans la réparation de l'ADN à la suite de divers dommages à 

l’ADN et de stress réplicatif. La combinaison entre l’inhibiteur d’ATR (VE-822 aussi appelé VX-

970) et l’oxaliplatine montre une forte synergie, et ce, pour des concentrations minimes de 

traitement dans différentes lignées cellulaires de cancer colorectal et modèles de résistance 

à l’oxaliplatine (HCT116, HCT116-R1, HCT116-R2, SW48, SW48-R1, SW620) en 3D. De plus, in 

vivo, à des concentrations pour lesquelles chaque traitement seul n’a aucun effet, la 

combinaison de ces molécules est efficace, réduisant significativement la croissance des 

xénogreffes de HCT116-R1 chez des souris nude.  

 Dans la lignée HCT116-R1 l'effet synergique de l’oxaliplatine et du VE-822 

s'accompagne d'une augmentation de la présence d’ADN simple brin suivie de nombreuses 

cassures double brin de l’ADN, d'un arrêt de la prolifération et d'une induction de 

l'apoptose. L'apparition de ces dommages à l'ADN est également corrélée avec l'activation 

de la voie ATM, de p53 et l'inhibition de l'activité CDK2. De plus, in vitro le double traitement 

provoque une augmentation des signaux moléculaires à l’origine de la mort cellulaire 

immunogène par rapport au traitement par l’oxaliplatine seul. 

 Enfin,  in vivo l'association de l’oxaliplatine et du VE-822 est également efficace, sur la 

lignée de cancer colorectal murin MC38 greffée dans un modèle de souris 

immunologiquement compétent avec un effet synergique permettant un contrôle tumoral 

de plus de la moitié du groupe traité. Dans le modèle nude, seule une diminution de la 

croissance tumorale des cellules HCT116-R1 avait été observée. Ces résultats indiquent que 

la mort immunitaire (ICD) fait partie du mécanisme d’action de cette combinaison de 

médicaments. 

 En conclusion, grâce à l’adaptation d’une technique de criblage phénotypique dans 

des lignées résistantes à différents traitements du CCR nous avons mis en évidence de 

nouvelles cibles thérapeutiques potentielles et démontré pour la première fois le rôle 

fonctionnel de la protéine ATR dans la sensibilité à l’oxaliplatine.  
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 Pour compléter ce projet, in vitro, les études sur l’origine du stress réplicatif dans la 

lignée HCT116-R1 exposée au double traitement vont se poursuivre pour comprendre 

l’origine de la synergie entre VE-822 et oxaliplatine. Pour y répondre, nous étudierons la 

vitesse des fourches de réplication, ainsi que la présence ssDNA cytoplasmique. D’autre part, 

l’origine de la résistance à l’oxaliplatine de ce modèle cellulaire doit être découverte. Á cette 

fin, nous étudierons la quantité d’adduits de platine ainsi que l’expression de protéines 

impliquées dans la voie NER ou HR dans le modèle HCT116-R1 et HCT116. Par la suite, 

l’efficacité de la combinaison de traitement (VE-822 et oxaliplatine) devra être testée pour 

d’autres localisations cancéreuses pouvant être traitées avec de l’oxaliplatine en clinique 

(pancréas, ovaire). De plus, au vue des résultats du criblage consacré aux thérapies anti-

EGFR, il pourra également être envisagé de tester une triple combinaison (oxaliplatine, 

panitumumab et VE-822) dans les lignées HCT116 et HCT116-R1. In vivo, nous souhaitons 

tester la combinaison VE-822 et oxaliplatine dans un modèle de souris greffée par PDX 

(patient derived xenograft) de cancer colorectal issus d’un patient traité par le protocole 

FOLFOX. Enfin, l’étude de l’impact du traitement par la combinaison VE-822 et oxaliplatine 

sur l’ICD sera poursuivie en effectuant le suivi des différents compartiments immunitaires au 

court du temps dans un modèle murin immunocompétent xénogreffé.  

 D’un point de vue scientifique, ces travaux ont permis une meilleure compréhension 

des mécanismes de résistance aux agents cytotoxiques, plus particulièrement à l’oxaliplatine 

en démontrant le rôle du stress réplicatif dans ce phénomène. De plus, la combinaison entre 

l’oxaliplatine et le VE-822 permet de diminuer fortement les concentrations de chacune des 

thérapies utilisées en conservant une forte toxicité pour les cellules cancéreuses. Enfin, nous 

démontrons également pour la première fois le potentiel du VE-822 combiné à l’oxaliplatine 

dans l’induction de l’ICD. Ainsi, les résultats de ce travail vont conduire à la mise en place 

d’un premier essai clinique combinant le VE-822 et l’oxaliplatine, pouvant offrir à terme, une 

alternative thérapeutique aux patients souffrants de CCR métastatiques devenus résistants 

au protocole FOLFOX. D’autre part, la valeur pronostique de la signature moléculaire mise en 

évidence dans l’article pourrait également permettre l’orientation des patients vers une 

thérapie à base d’oxaliplatine ou vers des protocoles basés sur d’autres médicaments 

cytotoxiques en fonction du « score » obtenu après l’analyse du transcriptome tumoral.  
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Abstract 

 Today, treatments for metastatic colorectal cancer have evolved through the 

combination of conventional chemotherapy 5-FU, oxaliplatin and / or Irinotecan and 

targeted therapies directed against the EGF receptor or VEGF. Despite an improved survival 

rate through the combination of these drugs, innate and acquired resistance to treatment is 

a common cause of therapeutic failure. 

 In order to discover new therapeutic targets we carried out three phenotypic 

screenings using cellular resistance models acquired to chemotherapies (oxaliplatin and 

irinotecan) generated in the laboratory as well as the HCT116 line which exhibits an innate 

resistance to anti-EGFR therapies (cetuximab , panitumumab, erlotinib). The ultimate goal of 

this project is to reveal genes, whose inhibition restores sensitivity to one of these 

treatments, thus displaying a lethal interaction with the drug. 

 Once the kinases potentially involved in resistance to CCR therapies identified, 

specific inhibition by shRNA or a specific inhibitor was performed to confirm the potential 

therapeutic targets and / or biomarkers for response to treatments. The most promising 

target, identified as a determinant of resistance to oxaliplatin is the ATR protein (Ataxia-

telangiectasia mutated and rad3 related). A protein that plays a key role in DNA repair and is 

activated in response to the presence of persistent single stranded DNA (ssDNA) or 

replicative stress, which can be generated by certain anti-cancer therapies.  

 The inhibition of ATR via its pharmacological inhibitor VE-822 (VX-970) combined 

with oxaliplatin was then studied by the use of cytotoxic tests supplemented by an additivity 

study. Thus, we demonstrated that the inhibition of ATR combined with oxaliplatin leads to a 

strong synergy in the HCT116-R1 cell line in both 2D and 3D. This effect is also found in other 

oxaliplatin resistant clonal lines (HCT116-R2, SW48-R) as well as in the colorectal cell lines 

HCT116 and SW48. 

 We have also shown that the synergistic effect of oxaliplatin and VE-822 in the 

HCT116-R1 line is accompanied by an increase in the presence of single-stranded DNA 

followed by numerous double-stranded DNA breaks, stopping proliferation and inducing 

apoptosis. The occurrence of this damage to DNA is also correlated with activation of the 

ATM pathway, p53 and inhibition of CDK2 activity. Moreover, in vitro the double treatment 

causes an induction of the molecular signals triggering the immunogenic cell death 

equivalent or superior to the treatments by oxaliplatin alone. 

 Finally, the combination of oxaliplatin and VE-822 is also effective in vivo in 

immunodeficient mice xenografted with HCT116-R1 cells as well as in immunologically 

competent mice with a higher synergistic effect indicating that immune death (ICD ) is part 

of the mechanism of this combination of drugs. 

 In conclusion, all these data confirm the interest of phenotypic screening in the 

discovery of new therapeutic targets by demonstrating for the first time the functional role 

of ATR in sensitivity to oxaliplatin 

 



204 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



205 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



206 
 

 

Résumé 

 Aujourd’hui, les traitements du cancer colorectal métastatique ont évolué grâce à la 

combinaison de chimiothérapies conventionnelles à base de 5-FU, d’oxaliplatine et/ou 

d’irinotécan et de thérapies ciblées dirigées contre le récepteur de l’EGF ou le VEGF. Malgré 

un taux de survie amélioré par la combinaison de ces médicaments, la résistance innée et 

acquise aux traitements est une cause fréquente d'échec thérapeutique.  

 Dans le but de découvrir de nouvelles cibles thérapeutiques nous avons effectué trois 

criblages phénotypiques en utilisant des modèles cellulaires de résistance acquise à certains 

médicaments cytotoxiques (oxaliplatine et irinotécan) générés au laboratoire ainsi que la 

lignée HCT116 qui présente une résistance innée aux thérapies anti-EGFR (cétuximab, 

panitumumab, erlotinib). Le but de ce projet est d’identifier des kinases dont l’inhibition 

permet de rétablir la sensibilité à l’un de ces traitements. 

 Nous avons ensuite validé les protéines identifiées à la suite des criblages 

phénotypiques, par l’utilisation de shRNA et/ou d’inhibiteur spécifique. La cible la plus 

prometteuse, impliquée dans la résistance à l’oxaliplatine est la protéine ATR (Ataxia-

telangiectasia mutated and rad3 related). Une protéine jouant un rôle clé dans la réparation 

de l'ADN et qui est activée en réponse à la présence d'ADN simple brin persistant (ssDNA) ou 

de stress réplicatif, pouvant être généré par certaines thérapies anticancéreuses.  

 L’inhibition d’ATR par le biais de son inhibiteur pharmacologique le VE-822 (VX-970) 

combinée à l’oxaliplatine a alors été étudiée par l’utilisation de tests de viabilité cellulaire 

complétés par une étude d’additivité. Ainsi, nous avons démontré que l’inhibition d’ATR 

combinée avec l’oxaliplatine est  synergique dans la lignée HCT116-R1 à la fois en 2D et en 

3D. Cet effet est également retrouvé dans d’autres lignées clonales résistantes à 

l’oxaliplatine (HCT116-R2, SW48-R1) ainsi que dans les lignées cellulaires de cancer 

colorectal HCT116 et SW48.  

 Nous avons également montré que l'effet synergique de l’oxaliplatine et du VE-822 

dans la lignée HCT116-R1 s'accompagne d'une augmentation de la présence d’ADN simple 

brin et de cassures double brin de l’ADN ainsi que d'un arrêt de la prolifération et d'une 

induction de l'apoptose. L'apparition de ces dommages à l'ADN est corrélée avec l'activation 

de la voie ATM, de p53 et l'inhibition de l'activité CDK2. De plus, in vitro le double traitement 

provoque une induction des signaux moléculaires à l’origine de la mort cellulaire 

immunogène supérieure au traitement par l’oxaliplatine seul. 

 Enfin, l'association de l’oxaliplatine et du VE-822 est efficace in vivo dans un modèle 

murin immunodéprimées xénogreffé avec les cellules HCT116-R1, ainsi que, dans un modèle 

murin immunologiquement compétent, avec un effet synergique plus élevé indiquant que la 

mort immunitaire (ICD) fait partie du mécanisme de cette combinaison de médicaments. 

 En conclusion, toutes ces données confirment l’intérêt du criblage phénotypique 

dans la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques en démontrant pour la première fois 

le rôle fonctionnel de la protéine ATR dans la sensibilité à l’oxaliplatine. 


