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1. INTRODUCTION 

Les cancers de l’appareil digestif sont un problème de santé publique par leur fréquence et leur 

gravité. Selon la Société Nationale Française de Gastro-entérologie (SNFGE), ils correspondent 

à environ 25% des cancers en France et sont responsables de 30% des décès par cancer (40000 

décès). Ces cancers concernent l’ensemble des organes de l’appareil digestif: l’œsophage, 

l’estomac, le foie, les voies biliaires, le pancréas, l’intestin grêle, le côlon et le rectum. Les 

parois du tube digestif sont constituées d’une couche de cellules appelée l’épithélium, en 

contact direct avec le bol alimentaire. Comme décrit plus loin (notamment pour le côlon), la 

physiologie et l’homéostasie des épithéliums sont très finement régulées par de multiples 

mécanismes moléculaires assurant leur renouvellement constant. Le dérèglement de ces 

mécanismes de régulation par des agents extérieurs ou des facteurs génétiques peut être à 

l’origine de la transformation tumorale de l’épithélium, évoluant ensuite en cancer invasif, 

capable de donner des métastases. Les métastases font toute la gravité de la maladie cancéreuse 

puisque ce sont elles qui sont à l’origine du décès des patients. En effet, la tumeur primitive, 

sauf complications, est rarement la cause des décès dans les cancers digestifs. 

 

L’étude des mécanismes moléculaires impliqués dans la chimiorésistance des cancers 

colorectaux (CCR) correspond à la majeure partie de ce travail de thèse, raison pour laquelle, 

cette pathologie sera la plus détaillée dans ce manuscrit. Les autres cancers du tube digestif, 

moins fréquents que les CCR (figure 1), ne seront qu’évoqués à travers les résultats de 

manipulations réalisées pour des travaux parallèles. 
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Figure 1 : Incidence estimée en 2017 des cancers en France selon le sexe et l’organe  
Les cancers de l’appareil digestif ont une incidence élevée. Parmi eux, le cancer 
colorectal (CCR) correspond au cancer le plus fréquent. Source Inca 2017 

 

 Le côlon : anatomie, physiologie, histologie et biologie moléculaire 

1.1.1. Rappels anatomiques et physiologiques 

Le côlon est le segment du tube digestif situé entre l’intestin grêle et l’anus. Il est divisé en 

plusieurs parties : le caecum, le côlon ascendant, le côlon transverse, le côlon descendant, le 
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côlon sigmoïde et le rectum. Il décrit un trajet en cadre parcourant la quasi-totalité de l’abdomen 

et mesure en moyenne 1,5 mètre de long (figure 2).  

 

 

Figure 2 : Anatomie du cadre colique 

(Drake and Gray 2010) 

 

Le caecum, le côlon ascendant et les 2 tiers proximaux du côlon transverse (ensemble 

représentant le côlon droit) sont vascularisés par des branches de division de l’artère 

mésentérique supérieure. Le tiers distal du côlon transverse, le côlon descendant et le côlon 

sigmoïde (ensemble représentant le côlon gauche) sont vascularisés par des branches de 

division de l’artère mésentérique inférieure. Ces 2 réseaux vasculaires sont reliés entre eux par 

l’arcade de Riolan. Les veines drainant le côlon, une par artère, se drainent dans le système 

porte. Le drainage lymphatique du côlon droit est assuré par des relais ganglionnaires qui 
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remontent le long de l’axe mésentérique supérieur. Les nerfs innervant le côlon droit sont issus 

du plexus solaire et du plexus mésentérique supérieur. Le drainage lymphatique du côlon 

gauche est assuré par la chaine mésentérique inférieure, en commun avec le rectum. 

L’innervation colique gauche est issue du plexus solaire et assurée par les plexus 

intermésentérique et mésentérique inférieur, satellite de l’artère mésentérique inférieure. Tous 

ces éléments vasculaires, lymphatiques et nerveux cheminent dans les mésos. Les mésos (figure 

3) correspondent à des lames formées de deux feuillets de péritoine viscéral qui raccordent un 

organe intra abdominal à la paroi abdominale. 

 

 

Figure 3 : Structure d’un méso 

(Drake and Gray 2010) 

 

La fonction principale du côlon est l’absorption de l’eau et des électrolytes du bol alimentaire 

et l’expulsion des fèces par le rectum et l’anus. Le côlon reçoit normalement 500 à 1 500 ml 

d’eau par 24 heures. Il en absorbe environ 90 % dans sa partie droite et transverse. L’absorption 

de l’eau est liée à celle de sodium.  
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La paroi colique représente également une barrière entre le milieu extérieur (lumière colique) 

et le milieu intérieur. Elle est composée de plusieurs couches concentriques délimitant la 

lumière colique où passent les fèces. Ces couches de la périphérie vers l’intérieur sont nommées 

la séreuse, la musculeuse, la sous-muqueuse et la muqueuse (figures 4 et 5). 

- La séreuse est bordée par le feuillet viscéral du péritoine. Elle comporte un tissu 

adipeux où cheminent les vaisseaux sanguins qui se dirigent vers les couches plus 

profondes à travers la musculeuse. 

- La musculeuse est formée de deux couches de cellules musculaires lisses entre 

lesquelles cheminent les trajets nerveux du plexus myentérique (ou plexus 

d’Auberbach). La couche externe est longitudinale et permet le raccourcissement 

segmentaire du côlon. La couche interne, circulaire, permet de calibrer le diamètre 

colique. La contraction alternative de ces couches musculaires permet la progression 

des fèces le long du côlon. 

 

 

Figure 4 : Structure histologique de la paroi colique 

A gauche, paroi colique saine. A droite, zoom sur la muqueuse. 

(Collège des universitaires en hépato-gastro-entérologie, Beaugerie, and Sokol 2014) 
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- La sous-muqueuse, composée de tissu conjonctif, contient les éléments vasculaires 

lymphatiques et nerveux du plexus sous-muqueux (ou plexus de Meisner). 

- La muqueuse est elle-même composée de plusieurs couches :  

o la musculaire-muqueuse, fine couche de fibres musculaires, sépare la sous-

muqueuse de la muqueuse. 

o le chorion (ou la lamina propria) est composé de tissu lymphoïde, de capillaires et 

de fibres nerveuses. 

o la membrane basale sur laquelle repose l’épithélium colique. 

o l’épithélium colique est représenté par une monocouche de cellules épithéliales. Ces 

cellules constituent une barrière physiologique et immunologique protégeant 

l’organisme contre les agents xénobiotiques du contenu digestif. Les cellules 

épithéliales s’organisent sous la forme d’une succession d’invaginations (appelées 

cryptes ou glandes de Lieberkühn) et de surfaces planes. 

 

 

Figure 5 : Structure de l’épithélium colique normal 

(Drake and Gray 2010) 
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1.1.2. Aspects cellulaires et moléculaires de l’épithélium colique 

1.1.2.1. Aspects cellulaires de l’épithélium intestinal 

L’épithélium colique se renouvelle entièrement en 5 à 7 jours grâce aux cellules souches (CS) 

coliques capables d’auto-renouvellement et de multipotence situées au fond des cryptes (figure 

6). Les CS coliques donnent naissance à des progéniteurs (ou Transit-Amplifying cells) qui 

vont se différencier en cellules absorbantes et cellules sécrétrices qui assureront l’homéostasie 

colique (Barker 2014). 

 

 

Figure 6 : Crypte colique 

A gauche, image de microscopie électronique d’une crypte colique. A droite, représentation 

schématique d’une crypte colique et de son renouvellement : les cellules souches LGR5+ au 

fond des cryptes génèrent des cellules progénitrices qui prolifèrent activement dans la moitié 

inférieure de la crypte, puis se différencient en cellules absorbantes et sécrétrices matures 

situées à la surface de l’épithélium. (Barker 2014) 

 

 Les cellules souches coliques  

Les CS sont définies par leur capacité d’auto-renouvellement et de multipotence. Elles sont au 

sommet d'une hiérarchie cellulaire et sont cruciales pour le renouvellement de la descendance 

différenciée dans la couche intestinale. Elles sont situées au fond des cryptes, à l'abri des 



 
 

 

19 

contraintes de cisaillement et des potentiels agents toxiques traversant le tractus digestif. 

L’identité exacte des CS coliques est encore l’objet de débats, mais le fait que les CS résident 

dans une niche qui fournit aux cellules des signaux essentiels à travers des voies de signalisation 

complexes fait consensus (Medema and Vermeulen 2011). Les CS coliques exprimant le 

marqueur LGR5 sont situées tout au fond de la crypte et assureraient le renouvellement continu 

de l’épithélium. Les CS coliques exprimant les marqueurs BMI1 et TERT sont situées en 

position +4 de la crypte et seraient des cellules quiescentes permettant la régénération en 

conditions pathologiques (K. S. Yan et al. 2012) (figure 7). 

 

 

Figure 7 : Cellules au fond des cryptes coliques 

Pour assurer l’homéostasie colique, les cellules souches LGR5+ à la base des cryptes 

régulent le renouvellement cellulaire. Les cellules progenitrices DLL1+ se différencient en 

cellules absorptives, cellules endocrines, cellules caliciformes et cellules en houppe. En cas 

de lésions épithéliales, les cellules souches +4, les cellules LGR5+ LRC ou les cellules 

DDL1+ sont capables de retrouver leur état souche pour restaurer le renouvellement 

cellulaire. 

(Barker 2014) 
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Il semblerait également que les cellules progénitrices possèdent une certaine plasticité leur 

permettant de réacquérir le phénotype « souche » en cas de lésion épithéliale afin d’assurer la 

régénération et le maintien de l’homéostasie de l’épithélium colique (Barker 2014). 

D’une manière générale, l’état « souche » ou « différencié » des cellules de l’épithélium 

intestinal ne semble pas être une propriété intrinsèque et semble être finement régulé par des 

signaux du microenvironnement de l’épithélium colique (Barker 2014). 

 

 Les cellules différenciées 

1.1.2.1.2.1. Les cellules absorbantes 

Les cellules absorbantes coliques sont appelées colonocytes. Elles constituent la population 

cellulaire majoritaire de l’épithélium colique (environ 50%). Elles présentent à leur pôle apical 

des microvillosités permettant d’augmenter la surface d’absorption. Les microvillosités sont 

recouvertes d’un riche réseau de glycoprotéines et d’enzymes assurant l’absorption d’eau et 

d’électrolytes. Contrairement aux entérocytes de l’intestin grêle, les colonocytes n'absorbent 

pas le glucose et les acides aminés en quantité significative. Cependant, dans certaines 

conditions pathologiques où les entérocytes de l'intestin grêle sont incapables d'assurer cette 

fonction, les colonocytes peuvent, dans une certaine mesure, les suppléer (Marcil et al. 2004). 

 

1.1.2.1.2.2. Les cellules sécrétrices 

Les cellules sécrétrices, endocrines ou exocrines, de l’épithélium colique sont les cellules 

caliciformes (ou cellules de Goblet), les cellules entéroendocrines et les cellules à houppe (ou 

Tuft cells). 
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1.1.2.1.2.2.1 Les cellules caliciformes  

Les cellules caliciformes représentent 16% des cellules de l’épithélium colique. Elles sont 

caractérisées par la présence à leur pôle apical de nombreux granules de mucine contenant des 

glycoprotéines. La libération de ces granules par exocytose dans la lumière digestive permet la 

formation d’une couche de mucus tapissant l’ensemble de l’épithélium colique, le protégeant 

ainsi des agressions mécaniques, chimiques, microbiennes et facilitant la progression des fèces 

(Y. S. Kim and Ho 2010). 

 

1.1.2.1.2.2.2 Les cellules entéroendocrines 

Ces cellules représentent moins de 1% des cellules de l’épithélium colique mais ont un rôle 

important dans la sécrétion endocrine de différentes substances impliquées dans l’homéostasie 

colique. Les cellules entéro-chromaffines, majoritaires, sécrètent la sérotonine, impliquée dans 

la motilité, la sécrétion intestinale et la sensation comme la satiété. Les cellules D, sécrètent la 

somatostatine, impliquée dans l’inhibition des fonctions exocrines et endocrines, ainsi que la 

stimulation du péristaltisme colique. Enfin, les cellules L, sécrètent plusieurs peptides 

impliqués dans différents processus comme la motilité intestinale, la prolifération d’entérocytes 

ou la vidange gastrique (Gunawardene, Corfe, and Staton 2011). 

 

1.1.2.1.2.2.3 Les cellules à houppe 

Les cellules à houppe (ou Tuft cells), dont la fonction a été récemment décrite, sont des cellules 

essentielles pour la réponse immunitaire de type 2 aux infections parasitaires digestives en 

coopérant avec le compartiment hématopoïétique (François Gerbe, Legraverend, and Jay 2012; 

F. Gerbe and Jay 2016). 
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1.1.2.2. Aspects moléculaires de l’homéostasie intestinale 

L’homéostasie et l’architecture intestinale sont maintenues et régulées à travers les CS coliques 

par un large réseau de communications entre les cellules de l’épithélium et le 

microenvironnement sous-jacent. Ces communications mettent en jeu des phénomènes 

d’activation ou d’inhibition de voies majeures de signalisation dont les voies WNT, NOTCH, 

BMP et Hedgehog, impliquées dans la prolifération cellulaire, la migration, la différenciation, 

l’adhésion et l’apoptose. La figure 8 résume ces voies de signalisation et leurs interactions. 

(Medema and Vermeulen 2011). 

 

 Voie WNT/β-caténine 

La voie WNT est impliquée dans le maintien des CS coliques, la prolifération des cellules 

progénitrices et la migration des cellules le long de l’axe crypto-villositaire. Le ligand WNT 

sécrété par les cellules de la niche permet la formation d’un complexe entre 2 récepteurs 

membranaires FZ et LRP. Ce complexe entraine une inactivation du complexe contenant APC, 

AXIN2, GSK3β, CK1, β-caténine qui phosphoryle et entraine la dégradation de la β-caténine 

lorsque la voie WNT n’est pas activée. L’activation de la voie WNT conduit donc à la libération, 

la stabilisation et la translocation nucléaire de la β-caténine. Celle-ci agit comme co-activateur 

pour des facteurs de transcription (dont TCF) et permet l’expression de gènes cibles (Medema 

and Vermeulen 2011). 

 

 Voie NOTCH 

La voie NOTCH contribue au maintien des CS coliques, à la prolifération des progéniteurs et à 

leur différenciation en entérocytes. La différenciation des cellules progénitrices s’oriente vers 

le lignage absorbant (colonocytes) lorsque la voie NOTCH est active et vers le lignage 

sécrétoire lorsqu’elle est inactive. La voie NOTCH est principalement active au niveau des 
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cryptes. Elle est activée par un contact cellule-à-cellule : les ligands Delta et Jagged situés à la 

surface d’une cellule activent le récepteur NOTCH d’une cellule voisine. Cette interaction 

entraine le clivage du domaine intracellulaire de NOTCH (NICD) par des protéases. Le NICD 

libre se transloque alors dans le noyau où il entraine la transcription des gènes cibles de NOTCH 

en se liant à d’autres médiateurs (Medema and Vermeulen 2011). 

 

 Voie des BMP 

Les BMP sont principalement produits par les cellules du stroma. Les BMP contrebalancent les 

effets prolifératifs de la voie WNT, inhibant la prolifération et favorisant la différenciation des 

cellules progénitrices. Au fond des cryptes, les BMP sont bloqués de manière spécifique par 

une liaison à Noggin, les empêchant d’activer les récepteurs BMP à la surface des cellules. 

Lorsque la voie BMP est activée à mi-crypte, les BMP entrainent une hétérodimérisation entre 

les récepteurs BMPR1 et BMPR2. Celle-ci conduit à la phosphorylation de SMAD1, SMAD5 

et SMAD8, qui se complexent avec SMAD4, se transloquent dans le noyau et activent la 

transcription des gènes cibles de la voie des BMP en se liant à d’autres facteurs de transcription 

(comme RUNX2) et co-facteurs (Medema and Vermeulen 2011). 

 

 Voie Hedgehog 

Les protéines Hedgehog relaient le signal entre les cellules épithéliales et les cellules 

mésenchymateuses. La protéine Hedgehog semble contrebalancer les effets de la voie WNT, 

potentiellement à travers la voie des BMP. Cependant, le rôle de cette voie dans l’homéostasie 

des CS coliques reste flou. La voie Hedgehog repose sur l’interaction PTCH-SMO : en se fixant 

sur PTCH, Hedgehog libère SMO qui active le facteur de transcription GLI et permet sa 

translocation dans le noyau pour activer la transcription des gènes cibles de la voie Hedgehog 

(Medema and Vermeulen 2011). 
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Figure 7 : Schéma résumant les principales voies de signalisation cellulaire régulant 

l’homéostasie intestinale 

(a) voie WNT/β-caténine, (b) voie NOTCH, (c) voie des BMP, (d) voie Hedgehog. (Medema 

and Vermeulen 2011) 
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 Le cancer colorectal 

1.2.1. Épidémiologie 

Le cancer colorectal (CCR) est un enjeu majeur de santé publique en France en raison de sa 

fréquence et de sa gravité. En 2017, son incidence estimée était de 44872 nouveaux cas/an. Il 

s’agit du 2ème cancer chez les femmes après le cancer du sein et le second en mortalité chez les 

hommes, après celui de la prostate. Il est à l’origine de 11,6 % de l’ensemble des décès par 

cancer (Belot et al. 2008), le classant ainsi au 3ème rang des décès par cancer (17684 décès 

estimés en 2017). L’âge moyen au diagnostic était de 70 ans chez l’homme en 2005 et 73 ans 

chez la femme (source Inca). La survie nette standardisée sur l’âge à 5 ans sur la période 2005-

2010 était de 63% alors que celle à 10 ans sur la période 1989-2010 était de 52% (Source Inca). 

La plupart des décès sont liés à l’évolution métastatique de ces cancers. Les stades avancés ou 

stades III et IV correspondent aux stades métastatiques (figure 10). Ces stades font toute la 

gravité de cette pathologie puisque la survie à 5 ans des patients de stade IV est estimée à 

environ 10% (Hollande, Pannequin, and Joubert 2010). 

 

1.2.2. Facteurs de risque de CCR 

1.2.2.1. Facteurs environnementaux 

Dans les pays développés, le risque spontané de développer un CCR est d’environ 5%. 

Toutefois, plusieurs facteurs de risque ont été identifiés. L’âge supérieur à 50 ans est un facteur 

de risque de CCR justifiant la réalisation d’un dépistage organisé du CCR par recherche de sang 

occulte dans les selles (test immunologique). L’obésité, la sédentarité, la consommation de 

viande rouge et d’alcool, ainsi que le tabagisme, ont également été identifiés comme des 

facteurs de risque (Lecomte et al. 2017). 

Même si la plupart des CCR sont sporadiques (75% des cas), les antécédents personnels et 

familiaux de CCR sont des facteurs de risque justifiant une surveillance par coloscopie à partir 
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de 45 ans à toute personne dont l’un des deux parents au premier degré a été atteint de CCR 

avant 65 ans ou dont les deux parents au premier degré ont été atteints de CCR. 

Les maladies inflammatoires de l’intestin (MICI), comme la rectocolite hémorragique et la 

maladie de Crohn, sont aussi des facteurs de risque à partir de 10 ans d’évolution et en fonction 

de l’étendue de l’inflammation. Une coloscopie de surveillance systématique est proposée à ces 

patients (Lecomte et al. 2017). 

 

1.2.2.2. Facteurs familiaux 

Les familles atteintes de polypose adénomateuse familiale (PAF) se transmettent de manière 

dominante un allèle muté du gène suppresseur de tumeur APC. La mutation somatique du 2ème 

allèle d’APC entraîne le développement de centaines de polypes dont le risque d’évolution 

maligne avant 40 ans est de 100%. La mutation du gène MYH est responsable d’une forme 

atténuée de la maladie et est transmise de manière récessive. La PAF est responsable de 1% des 

CCR. Les indications d’une analyse génétique chez le cas index dans les PAF sont (Lecomte et 

al. 2017) : 

- La présence de plus de 15 polypes adénomateux colorectaux synchrones ou 

métachrones. 

- En cas de polypose floride (>100 polypes) ou d’atteinte d’individus de générations 

successives ou de tumeur desmoïde, l’analyse débutera par la recherche d’une mutation 

APC. 

- En cas de phénotype atténué en l’absence d’agrégation transgénérationelle, l’analyse 

débutera par la recherche d’une mutation MYH. 

 

Le syndrome de Lynch ou Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer (HNPCC), qui 

correspond à 3% des CCR, est lié à une mutation des gènes MLH1, MSH2 ou MSH6 impliqués 
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dans les mécanismes de réparation de l’ADN par « mismatch repair ». Il augmente l’instabilité 

des microsatellites et le risque de développer un CCR (Markowitz et al. 2002). Le diagnostic 

de syndrome de Lynch nécessite la présence des critères suivants (Lecomte et al. 2017) : 

- Au moins 3 sujets atteints de cancers du spectre HNPCC (CCR, endomètre, ovaire, 

grêle, uretère ou cavités excrétrices rénales) dont un uni aux deux autres au premier 

degré,  

- Au moins deux générations successives concernées,  

- Au moins un cas de CCR diagnostiqué avant l'âge de 50 ans (tumeurs vérifiées par 

examen anatomopathologique). 

 

Dans de rares cas, la présence de polypes hamartomateux peut être à l’origine de CCR comme 

dans la polypose juvénile ou le syndrome de Peutz-Jeghers (Markowitz et al. 2002).  

 

1.2.3. Anatomopathologie des CCR 

La vaste majorité des CCR sont des carcinomes, avec plus de 90% des cas correspondant à des 

adénocarcinomes : 80% sont des adénocarcinomes lieberkühniens et 10% sont des 

adénocarcinomes mucineux ou colloïde-muqueux qui contiennent des plages étendues de 

mucus au sein de la tumeur (supérieures à 50% selon la définition). Les autres formes de 

carcinomes sont rares : carcinome adénosquameux, carcinome épidermoïde, carcinome 

indifférencié, carcinome en bague à chaton, carcinome à petites cellules.  

Selon le pourcentage de glandes présentes, on distingue les adénocarcinomes bien différenciés 

(plus de 95% de glandes) des adénocarcinomes modérément différenciés (plus de 50%) et peu 

différenciés (moins de 49%). 

En immunohistochimie, les adénocarcinomes coliques sont positifs pour CK20, négatifs pour 

CK7 et positifs pour CDX2 (voir plus loin).  
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D’autres histologies peuvent survenir dans le côlon et le rectum. Elles sont cependant très rares 

et sont plus fréquemment rencontrées sur d’autres parties du tube digestif comme l’intestin 

grêle ou l’estomac : les lymphomes, les tumeurs neuro-endocrines et les sarcomes (tumeur 

stromales gastro-intestinales). 

La majorité des adénocarcinomes se développent à partir de lésions précancéreuses appelées 

adénomes (ou polypes adénomateux). Ces adénomes sont des lésions qui se développent à la 

surface de la paroi interne du côlon, au niveau de sa muqueuse. La transformation en lésion 

cancéreuse adénocarcinomateuse prend en moyenne entre 10 et 15 ans. Les processus 

moléculaires de l’évolution d’un adénome en adénocarcinome seront détaillés plus loin. Le 

risque d’évolution d’adénomes en adénocarcinome dépend de leur type, de leur taille et de leur 

nombre. 

Il existe quatre types d’adénomes : 

- L’adénome villeux 

L’adénome villeux représente 5 % des polypes adénomateux et revêt un aspect velu avec de 

nombreuses projections longues et minces et une base d’implantation large sur la muqueuse 

dite sessile. 

- L’adénome tubuleux 

L’adénome tubuleux est le plus commun des adénomes et représente 75 % des polypes 

adénomateux. Il est constitué à sa surface de cryptes allongées ressemblant à une série de tubes 

et sa base est plus souvent pédiculée. 

- L’adénome tubulovilleux 

L’adénome tubulovilleux représente 20 % des polypes adénomateux. Il présente à la fois des 

caractéristiques de l'adénome villeux et de l'adénome tubuleux.  

 



 
 

 

29 

- L’adénome plan 

L’adénome plan est une lésion très localisée (moins d’un centimètre de diamètre) qui ne se 

développe pas en relief sous forme de polype, mais plutôt à plat (moins de 1,3 mm d’épaisseur). 

Ce type d’adénome est le plus à risque de cancérisation. 

 

1.2.4. Classification clinique des CCR 

La classification clinique des CCR est basée sur la 8ème édition de la classification TNM, 

applicable depuis 2017 (Lecomte et al. 2017). Le T pour « tumor » représente la profondeur 

d’invasion des cellules cancéreuses dans l’épithélium colique. Le N pour « node » correspond 

à l’envahissement ganglionnaire et le M pour « metastasis » correspond à la présence de 

métastase (figures 9 et 10). L’analyse d’au moins 12 ganglions régionaux est recommandée 

pour établir le statut N de la classification TNM. Quel que soit le stade, en particulier pour les 

stades II et III, le pronostic carcinologique est meilleur quand le nombre de ganglions prélevés 

et analysés est élevé. 

Les ganglions régionaux du côlon sont : 

• Appendice : iléo-coliques 

• Cæcum : iléo-coliques, coliques droits   

• Côlon ascendant : iléo-coliques, coliques droits, coliques moyens 

• Angle droit - hépatique : coliques moyens, coliques droits 

• Côlon transverse : coliques droits, coliques moyens, coliques gauches, mésentériques 

inférieurs 

• Angle colique gauche : coliques moyens, coliques gauches, mésentériques inférieurs 

• Côlon sigmoïde : nœuds sigmoïdiens, coliques gauches, rectaux supérieurs, recto-

sigmoïdiens et mésentériques inférieurs. 
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Tumeur primaire (T) 

Tis : carcinome intra-épithélial ou intra-muqueux (Carcinome in situ, adénocarcinome 

intra-muqueux envahissant le chorion ou la musculaire muqueuse). 

T1 : tumeur envahissant la sous-muqueuse 

T2 : tumeur envahissant la musculeuse 

T3 : tumeur envahissant la sous-séreuse 

T4 : tumeur pénétrant le péritoine viscéral et/ou envahissant au moins une 

structure/organe de voisinage 

T4a : pénétration du péritoine viscéral 

T4b : envahissement d’une structure de voisinage 

 

Ganglions (N) 

N0 : pas de métastase ganglionnaire régionale 

N1 : métastase dans 1 à 3 ganglions lymphatiques régionaux 

N1a : métastase dans 1 ganglion lymphatique régional 

N1b : métastases dans 2-3 ganglions lymphatiques régionaux 

N1c : dépôts tumoraux « satellites » dans la sous-séreuse, ou dans le tissu péri- colique 

ou péri-rectal non péritonisé, en l’absence de ganglion métastatique 

N2 : métastases dans au moins 4 ganglions lymphatiques régionaux 

N2a : métastases dans 4-6 ganglions lymphatiques régionaux 

N2b : métastases dans au moins 7 ganglions lymphatiques régionaux 

 

Métastases (M) 

M0 : pas de métastase à distance 

M1a : métastases à distance confinées à un organe sans atteinte péritonéale 

M1b : métastases atteignant plus d’un site métastatique 

M1c : métastases péritonéales avec ou sans autre organe atteint 

 
 

Figure 8 : Classification TNM des cancers colorectaux 

(AJCC 8ème édition, 2017) 
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Stade 0 

Stade I 

Stade IIA 

Stade IIB 

Stade IIC 

Stade IIIA 

Stade IIIB 

Stade IIIC 

Stade IVA 

Stade IVB 

Stade IVC 

pTis N0 M0 

pT1-2 N0 M0 

pT3 N0 M0 

pT4a N0 M0 

pT4b N0 M0 

pT1-T2 N1/N1c M0 et pT1 N2a M0 

pT3-T4a N1N1c M0, pT2-T3 N2a M0, pT1-T2 N2b M0 

pT4a N2a M0; p T3-T4a N2b M0; pT4b N1-N2 M0 

tout T, tout N, M1a 

tout T, tout N, M1b 

tout T, tout N, M1c 
 

 
Figure 9 : Classification par stade des cancers colorectaux 

 

 

1.2.5. Bases cellulaires et moléculaires de la carcinogenèse colique 

Les CCR se développent en général à partir de lésions bénignes, les adénomes, qui 

correspondent à une dysplasie épithéliale avec une prolifération incontrôlée. 

 

1.2.5.1. Modèle de Fearon et Vogelstein 

Depuis les années 90, la progression tumorale est vue comme une succession d’étapes, chacune 

associée à des modifications morphologiques et fonctionnelles de la cellule tumorale et 

correspondant à l’activation d’un oncogène ou à l’inactivation d’un gène suppresseur de 

tumeurs. Dans la séquence adénome-cancer colique, l’étape la plus précoce serait l’inactivation 

du gène suppresseur de tumeurs APC. Des mutations activatrices de KRAS et de SMAD4 

permettraient le passage d’un adénome précoce à un adénome intermédiaire, puis tardif. Le 

passage de l’adénome au carcinome serait dû à l’inactivation de p53 (Fearon and Vogelstein 
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1990). Puis, une cellule cancéreuse de la tumeur primaire deviendrait métastatique grâce à des 

modifications génétiques restant à déterminer (figure 11). 

 

 

Figure 10 : Modèle de carcinogenèse colique selon Fearon et Vogelstein 

La progression tumorale est vue comme une succession d’activations d’oncogènes ou 

d’inactivations de gènes suppresseur de tumeurs permettant la transformation d’un 

épithélium normal en carcinome. 

 

Ce modèle est partiellement remis en cause car il existe une grande hétérogénéité cellulaire et 

moléculaire entre les tumeurs de différents patients, ainsi qu’au sein d’une même tumeur 

(Thiery 2002; Jass et al. 2003). En effet, celles-ci sont constituées de cellules différentes de par 

leur morphologie, leurs marqueurs, leur capacité de prolifération et de tumorigénicité. Par 

exemple, les cellules de la masse centrale de la tumeur primaire forment encore dans la plupart 

des cas des structures glandulaires et maintiennent des caractéristiques de cellules différenciées 

(polarité, adhésion…), alors que les cellules du front invasif (situées à l’interface de la tumeur 

primaire et du stroma ou disséminées dans le stroma) ont subi une transition de type épithélio-

mésenchymateuse (EMT) (Vermeulen et al. 2008), caractérisée par de profondes modifications 

morphologiques (perte de la polarité cellulaire, réorganisation du cytosquelette) et 

fonctionnelles (arrêt de la prolifération, stimulation de la migration). 
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1.2.5.2. Modèle des cellules souches cancéreuses 

Le concept de cellules souches cancéreuses (CSC), développé plus récemment (Vermeulen et 

al. 2008), illustre et permet d’expliquer l’hétérogénéité intra-tumorale. Des expériences de 

transplantation de cellules tumorales chez la souris ont montré que toutes les cellules tumorales 

ne sont pas capables de maintenir ou d’initier une croissance tumorale. Une minorité de cellules 

tumorales, peu différenciées et identifiées par des marqueurs (Ex : CD133, CD44, ALDH), 

seraient capables d’initier la tumorigenèse et auraient comme les CS normales un potentiel 

d’autorenouvèlement et de différenciation : ainsi, chaque CSC pourrait donner naissance soit à 

une autre CSC, soit à une cellule capable de différenciation tissulaire (Reya et al. 2001). 

L’origine des CSC est très discutée : elles proviendraient de CS adultes devenues cancéreuses 

ou de cellules cancéreuses qui ont acquis des propriétés de CS, éventuellement par EMT 

tumorale. En effet, une étude a montré que les cellules tumorales mammaires ayant subi une 

EMT s’apparentent du point de vue moléculaire et fonctionnel à des CS (Mani et al. 2008). 

 

1.2.5.3. Instabilité génétique des CCR 

Les CCR sont caractérisés par des altérations génomiques mettant en jeu 3 mécanismes 

moléculaires majeurs non exclusifs d’instabilité génétique : l’instabilité chromosomique 

(tumeur de type CIN), l’instabilité microsatellitaire (tumeur de type MSI) et l’instabilité 

épigénétique (tumeur de type CIMP). 

 

 Instabilité chromosomique : tumeur de type CIN 

Les CCR de type CIN représentent 65 à 70% des CCR. Ces tumeurs sont caractérisées par des 

altérations chromosomiques conduisant à une aneuploïdie et à des pertes d’hétérozygotie selon 

le modèle de cancérogenèse colique de Fearon et Vogelstein. Les mécanismes impliqués dans 

le phénotype CIN incluent des altérations dans la ségrégation chromosomique, une dysfonction 
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des télomères et des anomalies de réponse aux lésions à l’ADN (Mármol et al. 2017). Dans les 

formes sporadiques, on retrouve majoritairement des altérations au niveau du gène APC, KRAS, 

PI3K, SMAD4 et p53. Les formes héréditaires sont représentées par la PAF. 

 

 Instabilité microsatellitaire : tumeur de type MSI 

Les tumeurs de type MSI représentent 15 à 20% des CCR. Ces tumeurs sont caractérisées par 

des mutations (insertions ou délétions) au niveau des régions microsatellites (petites séquences 

d’ADN de 1 à 6 nucléotides répétées et présentes sur l’ensemble du génome) qui sont 

secondaires à un dysfonctionnement du système de réparation de l’ADN par « missmatch 

repair » (MMR), permettant de reconnaître et réparer des mésappariements au niveau de 

l’ADN. Ce système est composé de protéines de la famille MSH et MLH. Les CCR de type 

MSI sont fréquemment associés à des mutations des gènes BRAF, BAX et TGFβR2 (Boland and 

Goel 2010). Ces tumeurs sont cliniquement associées à une localisation colique droite 

préférentielle, à un type anatomopathologique mucineux et à un meilleur pronostic clinique, 

malgré une moins bonne réponse à la chimiothérapie. En effet, le phénotype MSI serait un 

facteur de résistance au 5-FU (Ribic et al. 2003). 

Pour les formes sporadiques de CCR de type MSI, le dysfonctionnement du système MMR est 

lié à l’hyperméthylation du promoteur du gène MLH1 entrainant sa perte d’expression. La 

forme héréditaire de CCR de type MSI est représentée par le syndrome de Lynch comme décrit 

plus haut (Boland and Goel 2010). 

 

 Instabilité épigénétique : tumeur de type CIMP 

Les tumeurs de type CIMP présentent une instabilité épigénétique résultant d’une 

hyperméthylation des îlots CpG de l’ADN (Toyota et al. 2009). Ces altérations sont détectées 

dans 20 à 30% des CCR. Les îlots CpG sont des séquences dinucléotidiques présentes dans plus 
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de la moitié des régions promotrices du génome humain dont la méthylation participe à la 

répression génique, notamment des gènes CDKN2A, CDH1 et VHL. 

 

 Consensus de classification moléculaire des CCR 

Suite au développement des techniques de séquençage haut débit permettant de séquencer 

rapidement l’intégralité du génome ou du transcriptome des cellules tumorales, une nouvelle 

classification des CCR a vu le jour en 2015 (Guinney et al. 2015). Cette classification basée sur 

les données trancriptomiques, intimement liées au phénotype cellulaire et tumoral, ainsi qu’au 

comportement clinique de la tumeur, contraste avec les systèmes de classification précédents 

basés sur des analyses histologiques ou chromosomiques. 

Ainsi, l’analyse transcriptomique de tumeurs de 3962 patients atteints de CCR par un 

consortium international a permis l’élaboration d’une classification moléculaire consensuelle 

proposant 4 sous-types de CCR (Guinney et al. 2015) : 

- CMS1 (MSI-Immune) : Ce sous-type représente 14% des CCR et est caractérisé par un 

taux de mutation élevé, une forte instabilité microsatellitaire et épigénétique, un taux de 

mutations de BRAF élevé associé à une forte activation du système immunitaire. La 

survie des patients après récidive dans ce groupe est diminuée. 

- CMS2 (canonical) : Ce sous-type représente 37% des CCR et est caractérisé par un taux 

important d’instabilité chromosomique avec perte d’activité de gènes suppresseurs de 

tumeurs et activation d’oncogènes. Les voies WNT et MYC sont préférentiellement 

activées dans ce sous-type. 

- CMS3 (metabolic) : Il représente 13% des CCR. Ces tumeurs sont caractérisées par une 

dérégulation du métabolisme et sont associées à des mutations fréquentes de l’oncogène 

KRAS et un phénotype CIMP-low. 
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- CMS4 (mesenchymal) : Ce groupe représente 23% des CCR et est caractérisé par un 

taux important d’instabilité chromosomique, une activation de la voie du TGF-ß, une 

augmentation de l’angiogenèse et une infiltration stromale importante de la tumeur. Les 

cellules tumorales ont un phénotype d’EMT. Ces tumeurs ont un taux de récidive locale 

plus important que les tumeurs des autres sous-types. 

 

L’hétérogénéité moléculaire des CCR en fait une maladie complexe, composée de formes 

distinctes ayant des pronostics différents. En pratique, cette classification CMS est encore peu 

utilisée en clinique, mais pourrait permettre d’indiquer certains types de traitement en cas de 

pronostic tumoral défavorable. 

 

1.2.6. Traitement 

Le traitement des CCR dépend du stade et est multidisciplinaire (Lecomte et al. 2017). Il associe 

des traitements endoscopiques, chirurgicaux et/ou médicaux qui sont détaillés ci-dessous. 

 

1.2.6.1. Traitement endoscopique 

Après exérèse endoscopique d’un adénome dégénéré (pTis et pT1), des points importants sont 

à évaluer pour savoir si un traitement complémentaire est nécessaire : l’aspect macroscopique 

de la lésion selon la classification de Paris (sessile, pédiculée, plane), le type et la qualité de 

l’exérèse (polypectomie à l’anse ; mucosectomie ; dissection sous-muqueuse ; exérèse 

monobloc ou « piecemeal » de la lésion ; caractère macroscopiquement complet ou non de 

l’exérèse), le risque d’envahissement ganglionnaire (entre 1 et 25% en cas d’envahissement de 

la sous-muqueuse) et le risque chirurgical lié au terrain du patient (antécédents). La résection 

endoscopique complète d’un adénome dégénéré de type Tis (intra-épithélial ou intra-muqueux) 

est un traitement suffisant, notamment en cas d’exérèse complète en un fragment. 
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En cas de lésions avec foyer(s) de carcinome(s) sous-muqueux, la résection endoscopique est 

considérée comme suffisante uniquement si l’envahissement sous-muqueux est superficiel (< 

1000 µm si lésion sessile ou plane, limité au 1/3 supérieur du pied si lésion pédiculée) et si la 

pièce d’exérèse endoscopique présente l’ensemble des critères de sécurité. 

 

1.2.6.2. Traitement chirurgical 

Pour les stades précoces (sauf traitement endoscopique cf supra), l’exérèse chirurgicale est la 

base du traitement. Il s’agit d’une colectomie segmentaire pouvant être réalisée par laparoscopie 

ou laparotomie associée à un curage au niveau de l’axe mésentérique concerné (figure 12). Le 

curage ganglionnaire doit prélever au moins 12 ganglions. 

 

 

 

Figure 11 : Photo d’une pièce de colectomie droite carcinologique 

Banque de données personnelle 
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En cas de métastases hépatiques, le traitement dépend de leur résécabilité (Phelip et al. 2018). 

Les patients atteints de métastases hépatiques de résécabilité de classe 1 (résécabilité évidente) 

font l’objet d’une hépatectomie classique. Les patients atteints de métastases hépatiques de 

résécabilité de classe 2 (résécabilité possible) font l’objet d’une hépatectomie complexe ou très 

large requérant une procédure difficile et/ou risquée dans des centres de référence. Dans tous 

les cas, une chimiothérapie périopératoire est recommandée (Phelip et al. 2018). Pour les 

patients atteints des métastases hépatiques synchrones d’un CCR, les modalités et la séquence 

de traitement restent actuellement débattues et discutées au cas par cas lors de réunions de 

concertation pluridisciplinaire de cancérologie digestive (Phelip et al. 2018).  

Le péritoine est le 2ème site métastatique le plus fréquent après le foie dans les CCR. La 

carcinose péritonéale, classée M1c dans la classification TNM, est présente dans 5 à 15 % au 

diagnostic et dans 10 à 35 % à la récidive (Franko et al. 2012). En cas de carcinose péritonéale, 

le seul traitement curatif possible est la réalisation d’une cytoréduction tumorale maximale 

(CCRS) associée à une chimiohyperthermie péritonéale (CHIP). En effet, la survie globale à 5 

ans des patients traités par la chimiothérapie systémique pour carcinose péritonéale d’origine 

colique est inférieure à 5 % (Franko et al. 2012). Grâce à ces techniques chirurgicales 

comprenant CCRS et CHIP, la carcinose péritonéale d’origine colique a vu son pronostic passer 

de 5,2 mois de survie médiane (Sadeghi et al. 2000) à plus de 30 mois (Elias et al. 2010; Glehen 

et al. 2004; Esquivel et al. 2014). Plusieurs études ont montré l’intérêt de l’association CCRS 

et CHIP en terme de survie, mais l’étude princeps a été l’étude prospective randomisée de 

Verwaal et al. en 2003 (Verwaal et al. 2003). 

 

1.2.6.3. Traitement médical 

Le traitement médical des CCR consiste en l’administration d’agents de chimiothérapie 

anticancéreuse et/ou de thérapie ciblée sous forme orale ou intraveineuse. Il s’adresse soit aux 
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patients à risque élevé de récidive (stade II à risque élevé : tumeur MSS avec un ou plusieurs 

des facteurs de mauvais pronostic suivants : T4, analyse de moins de 12 ganglions, présence 

d’emboles veineux, péri-nerveux et/ou lymphatiques, tumeur peu différenciée, tumeur perforée 

et occlusion révélatrice), soit à ceux présentant des métastases ganglionnaires (stade III), soit à 

ceux présentant des métastases à distance (stade IV). Le traitement médical peut être administré 

dans plusieurs contextes. Lorsqu’aucune guérison n’est possible, une chimiothérapie peut être 

délivrée en monothérapie ou sous forme de polychimiothérapie associée ou non à une thérapie 

ciblée à titre palliatif pour améliorer la durée et la qualité de vie du patient. Lorsque le traitement 

est à visée curative, une chimiothérapie associée ou non à une thérapie ciblée peut être 

administrée avant le geste chirurgical curateur (situation néoadjuvante) ou après celui-ci 

(situation adjuvante), ou les deux. 

Les protocoles de chimiothérapie sont nombreux et sont déterminés en concertation 

pluridisciplinaire de cancérologie sur la base des essais thérapeutiques publiés et selon le projet 

thérapeutique du patient, du stade de la maladie et de la réponse ou non aux protocoles 

antérieurs.  

 

 Anticancéreux utilisés en cancérologie digestive et notamment 

pour les CCR 

1.2.6.3.1.1. Agents cytotoxiques 

Le 5-fluorouracile (5-FU) sera volontairement plus développé que les autres molécules car il 

sera l’agent le plus étudié dans ce projet. 

 

1.2.6.3.1.1.1 5-Fluorouracile et capecitabine 

Le 5-FU est l’agent de base des protocoles modernes de chimiothérapie utilisés dans les CCR 

bien que la preuve de son activité ait été démontrée dès 1957. C’est un analogue des bases 
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pyrimidiques (figure 13) qui inhibe la synthèse de l’ADN en bloquant la thymidilate synthase 

(TS) et en créant un déséquilibre entre les nucléotides induisant des altérations de la 

transcription, de la réparation de l’ADN et donc une mort cellulaire.  

 

 

 

Figure 13 : Structure du 5-fluorouracile 

 

Le 5-FU peut être administré par voie orale sous forme d’une prodrogue appelée capécitabine. 

Il s’agit d’une fluoropyrimidine carbamate qui est convertie en fluorouracile après absorption 

(figure 14). Le 5-FU et la capécitabine requièrent un passage intracellulaire avant leur 

transformation en métabolites actifs. Ce phénomène est médié par plusieurs familles de 

transporteurs dont OAT2 (organic anion transporter 2), ENT 1 et 2 (equilibrative nucleoside 

transporters) ou les transporteurs de la famille SLC28 (Nies et al. 2015). A l’intérieur de la 

cellule, un important réseau enzymatique est impliqué dans la métabolisation du 5-FU (figure 

14). Les enzymes les plus importantes sont la thymidine phosphorylase (TP), l’uridine 

phosphorylase (UP) et l’ororate phosphoribosyl transferase (OPRT). Le métabolite actif 

principal, le 5-FdUMP (5-fluorodesoxyuridine monophosphate), inhibe la TS, une enzyme clé 

dans la formation du dTMP précurseur du dTTP (desoxy thymidine triphosphate), 

indispensable à la synthèse d’ADN, bloquant ainsi le cycle cellulaire en phase S (figures 14 et 

15). Cette inhibition de la TS peut être potentialisée par l’administration concomitante d’acide 
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folinique. Un autre mécanisme d’action moins important est lié à l’incorporation dans l’ADN 

ou l’ARN de faux nucléotides dérivés d’autres métabolites du 5-FU (5-FUTP, 5-FdUTP) qui 

interfèrent avec la réplication / réparation de l’ADN ou la transcription / stabilité de l’ARN et 

entraînent une mort cellulaire (figures 14 et 15).  

La dihydropyrimidine deshydrogenase (DPD) est l’enzyme clé responsable du catabolisme du 

5-FU, le transformant en dihydrofluorouracile, première étape de son élimination (figures 14 et 

15). Celui-ci est converti en forme soluble qui est ensuite éliminée dans les urines. La DPD 

étant le facteur limitant du catabolisme des pyrimidines (uracile et thymine), une toxicité accrue 

au 5-FU (Schirripa et al. 2017; Ruzzo et al. 2017) et des signes de mauvaise tolérance au 5-FU 

doivent conduire à la recherche d’un déficit en DPD qui concerne environ 0,3% de la population 

générale (Lecomte et al. 2017). 

Les métabolites actifs peuvent également être efflués hors de la cellule par des transporteurs de 

la famille ABC (figure 15).  

Les effets indésirables causés par administration de 5-FU sont principalement la mucite et le 

syndrome main-pied. L’effet secondaire le plus redouté est le spasme coronarien. Le 5-FU est 

peu émétisant. 
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Figure 12 : Métabolisme du 5-FU 

Le 5-FU est converti en 3 métabolites actifs principaux : le 5-fluorodésoxy-uridine 

monophosphate (5-FdUMP), le 5-fluorodésoxy-uridine triphosphate (5-FdUTP) et le 5-

fluoro uridine triphosphate (5-FUTP). Le principal mécanisme d’activation du 5-FU est sa 

conversion en 5-fluoro-uridine monophosphate (5-FUMP), soit directement par l’ororate 

phosphoribosyl transferase (OPRT), soit indirectement via le 5-fluorouridine (5F-uridine) à 

travers l’action de l’uridine phosphorylase et de l’uridine kinase. Plusieurs réactions de 

phosphorylation ou déphosphorylation successives conduisent ensuite à la production des 

métabolites actifs. Une voie alternative d’activation est la transformation du 5-FU en 5-

fluoro-2’-deoxyuridine (5F-deoxyuridine) par la thymidine phosphorylase (TP) qui est 

transformé par la thymidine kinase pour former l’inhibiteur de la thymidilate synthase. La 

dihydromyrimidine deshydrogenase (DPD) transforme le 5-FU en dihydrofluorouracile 

(DHFU), première étape du catabolisme du 5-FU.  

(Maring et al. 2005) 
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Figure 13 : Schéma du métabolisme et du mécanisme d’action des fluropyrimidines 

Dans la cellule, le 5-FU est transformé en ses métabolites actifs ou métabolisé et excrété. 

Les métabolites actifs peuvent être efflués en dehors de la cellule par des transporteurs 

transmembranaires de la famille ABC comme ABCC5 et ABCC11. Enzyme s: CDA, cytidine 

deaminase; CES, carboxyl esterase; CYP2A6, cytochrome P450 2A6; DPD, 

dihydropyrimidine dehydrogenase; TS, thymidylate synthase. Metabolites : 5′-DFUR, 5′-

deoxy-5-fluorouridine; DHFU, dihydrofluorouracil; dUMP, deoxyuridine monophosphate; 

dTMP, deoxythymidine monophosphate; FBAL, fluoro-β-alanine; FdUDP, 

fluorodeoxyuridine diphosphate; FdUMP, fluorodeoxyuridine monophosphate; FdUTP, 

fluorodeoxyuridine triphosphate; 5-FU, 5-fluorouracil; FUDP, fluorouridine diphosphate; 

FUdR, fluorodeoxyuridine; FUMP, fluorouridine monophosphate; FUR, fluorouridine; 

FUTP, fluorouridine triphosphate. (Nies et al. 2015) 

 

1.2.6.3.1.1.2 Irinotécan 

L’irinotécan (CPT-11) est un dérivé semi-synthétique de la camptothécine qui empêche la 

religation et la dissociation de l’ADN en inhibant la topoisomérase I de manière sélective. A 

l’état normal, la topoisomérase 1 permet de relâcher les forces de torsion qui s’accumulent au 

niveau de la fourche de réplication lors de la phase de synthèse de l’ADN. L’inhibition de cette 
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enzyme par l’irinotécan induit des cassures simple brin de l’ADN. L’irinotécan est transformé 

dans le foie, le sang ou l’intestin en son métabolite actif, le SN 38, par la carboxylesterase. Des 

membres de la famille des uridine diphosphate glucuronosyl-transferases (UGTs) le 

métabolisent par glucuronidation dans le foie. Les principales toxicités sont la neutropénie, la 

diarrhée qui peut être sévère et l'asthénie. Le schéma associant 5-FU, acide folinique et 

irinotécan a pour acronyme FOLFIRI. 

 

1.2.6.3.1.1.3 Oxaliplatine 

L’oxaliplatine est un sel de platine dont l’action alkylante conduit à la formation de ponts intra-

brins et inter-brins entre 2 guanines adjacentes, inhibant la synthèse et la réplication de l’ADN. 

L’atome de platine est complexé avec un 1,2 diaminocyclohexane et un groupe oxalate. 

L'oxaliplatine est un énantiomère unique, le cis-[trans-1-1,2-diaminocyclohexane 

oxalatoplatinum] (figure 16). Administré par voie systémique, la principale toxicité aiguë est 

neurologique. Il s'agit de paresthésies transitoires, de dysesthésies ou d’hypoesthésies. Ces 

manifestations neurosensorielles aiguës débutent dans les heures suivant l'administration, 

notamment lors d'une exposition au froid. Le schéma associant 5-FU, acide folinique et 

oxaliplatine a pour acronyme FOLFOX. 

 

 

Figure 14 : Structure de l’oxaliplatine 

L’ion Pt2+ est complexé avec un dianion oxalate d’une part et une 

molécule de 1,2-diaminocyclohexane d’autre part. 
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1.2.6.3.1.1.4 Lonsurf 

Le Lonsurf associe 2 molécules : la trifluridine, un analogue nucléosidique de la thymine et le 

tipiracil, un inhibiteur de la thymidilate phosphorylase qui freine la dégradation de la 

trifluridine. Il est indiqué en dernière ligne de traitement de CCR métastatique. 

 

1.2.6.3.1.2. Autres cytotoxiques utilisés dans les cancers digestifs 

Les protocoles de chimiothérapie utilisés pour les autres cancers digestifs comportent 

fréquemment du 5-FU, de l’oxaliplatine et de l’irinotécan comme pour les CCR, mais 

également des molécules différentes. 

Les taxanes sont des poisons du fuseau mitotique qui induisent une mort cellulaire en bloquant 

la mitose par fixation aux microtubules et inhibition de leur polymérisation. Cette classe de 

médicament est utilisée pour les cancers gastriques. Les anthracyclines telles que l’épirubicine 

agissent comme intercalants de l’ADN et bloquent la phase de réplication en se fixant entre 2 

brins d’ADN. Cette molécule est couramment utilisée dans les cancers gastriques. 

D’autres sels de platine comme le cisplatine sont aussi utilisés, notamment pour les cancers de 

l’œsophage et du canal anal. Sa néphrotoxicité est sa principale toxicité limitante. La 

mitomycine C, qui a un effet alkylant et forme des adduits avec l’ADN, est un antibiotique 

principalement utilisé pour les cancers du canal anal. 

Enfin, la gemcitabine est un antimétabolite pyrimidique utilisé pour les cancers du pancréas et 

des voies biliaires. 

 

1.2.6.3.1.3. Thérapies ciblées 

Les thérapies ciblées dans les CCR ne sont utilisées qu’en situation métastatique et 

systématiquement associée à une mono ou polychimiothérapie. 
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1.2.6.3.1.3.1 Bévacizumab 

Le bévacizumab est un anticorps monoclonal dirigé contre le facteur de croissance de 

l’endothélium vasculaire (Vascular Endothelial Growth Factor ou VEGF). Il inhibe 

l’angiogenèse, ralentissant ainsi la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins. 

 

1.2.6.3.1.3.2 Cétuximab 

Le cétuximab est un anticorps monoclonal murin humanisé ciblant et bloquant le récepteur au 

facteur de croissance épidermique (Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR) surexprimé à 

la surface de certaines cellules tumorales. L’utilisation et l'efficacité du cétuximab sont 

conditionnées par l'existence ou non de mutation dans la voie de signalisation intracellulaire 

RAS et en particulier du gène KRAS. Cette mutation doit être recherchée de manière 

systématique si l’utilisation du cétuximab est potentiellement indiquée: en effet une mutation 

de KRAS confère une résistance aux biothérapies de type anti-EGFR (Phelip et al. 2018). 

 

1.2.6.3.1.3.3 Régorafenib 

Le régorafénib est un inhibiteur des protéines tyrosines kinases impliquées dans l'angiogenèse 

tumorale (VEGFR1, 2, 3, TIE2), l'oncogenèse (KIT, RET, RAF-1, BRAF, BRAFV600E) et le 

micro-environnement tumoral (PDGFR, FGFR). Il est indiqué dans le traitement des patients 

adultes atteints d'un CCR métastatique, en échec de chimiothérapie à base de fluoropyrimidine, 

en échec d'une autre thérapie ciblée ou en cas de contre-indication à ces traitements. Les effets 

secondaires les plus fréquents sont des réactions cutanées, la fatigue, l'hypertension artérielle, 

la diarrhée et l'asthénie. 
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1.2.6.3.1.3.4 Thérapies ciblées utilisées dans d’autres cancers 

digestifs 

Le trastuzumab est un anticorps monoclonal dirigé contre HER-2 qui bloque la partie 

extracellulaire de ce récepteur à activité tyrosine kinase. Il est utilisé pour traiter les cancers 

gastriques et de la jonction oeso-gastrique métastatiques HER2 positifs. 

 

1.2.7. Survie globale pour les CCR et les autres cancers digestifs. 

De manière générale, quel que soit le stade, la survie à 5 ans des patients atteints de CCR est 

d’environ 60% (Lecomte et al. 2017). La survie des patients dépend du stade de la maladie. 

Plus le stade est élevé, moins bon est le pronostic. Malgré l’utilisation des protocoles de 

chimiothérapie intraveineuse actuels, la survie globale à 5 ans des patients atteints de CCR de 

stade IV n’excède pas 10% (figure 17). 

 

 Survie à 5 ans 

Stade (AJCC 6ème édition) :  

I = T1 or T2, N0 93,2% 

IIa = T3, N0 84,7% 

IIb = T4, N0 72,2% 

IIIa = T1 or T2, N1 83,4% 

IIIb = T3 or T4, N1 64,1% 

IIIc = Tx, N2  44,3% 

IV = Tx, Nx, M1 8,1% 

  
 

Figure 15 : Survie à 5 ans des CCR par stade 

Selon la classification AJCC 6ème édition 

(Morère, Mornex, and Soulières 2011) 
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Les CCR restent cependant un cancer de meilleur pronostic que les autres cancers du tube 

digestif. D’après l’étude EUROCARE-5, la survie globale à 5 ans en France des cancers de 

l’œsophage était de 13,9 %. (Anderson et al. 2015). Dans cette même étude, la survie à 5 ans 

des cancers de l’estomac était de 26,3% et celle des cancers de l’intestin grêle de 50,8%. Dans 

ces cancers également, le pronostic est lié au stade de la maladie mais aussi aux types 

histologiques, différemment repartis que dans les CCR. Le pronostic était encore plus péjoratif 

pour les cancers primitifs du foie, des voies biliaires et du pancréas avec une survie à 5 ans 

respectivement de 13,1 %, 17,4% et 7,4% (Lepage et al. 2015). 

 

 Phénomènes de résistance à la chimiothérapie dans les cancers de l’appareil 

digestif 

La résistance à la chimiothérapie anticancéreuse est un phénomène complexe et multifactoriel. 

En se basant sur la réponse tumorale de la thérapie initiale, la chimiorésistance peut être classée 

en 2 catégories : la résistance innée ou acquise. La résistance innée survient avant tout 

traitement et se manifeste cliniquement par une absence de réponse à la chimiothérapie sous 

forme de progression tumorale. La résistance acquise correspond à une résistance secondaire à 

l’exposition prolongée des cellules tumorales aux agents anticancéreux. Cliniquement, ce 

phénomène se traduit par une récidive locale ou métastatique après un traitement initial 

efficace. 

De multiples mécanismes de chimiorésistance anticancéreuse ont été décrits, pouvant impliquer 

l’altération du transport ou du métabolisme de l’agent anticancéreux, la modification de ses 

cibles ou du microenvironnement tumoral, l’activation de voies de signalisation intracellulaires 

alternatives, l’augmentation des capacités de réparation de l’ADN, de la résistance à l’apoptose 

et de l’autophagie. 
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1.3.1. Diminution de l’entrée de molécules anticancéreuses dans la cellule tumorale 

Le mécanisme d’entrée de l’agent de chimiothérapie dans la cellule cancéreuse est 

généralement un phénomène de diffusion passive. Cependant, certains transporteurs régulent 

l’influx de composés dérivés du platine (en particulier le cisplatine) comme le transporteur du 

cuivre (CTR) ou les transporteurs de cations organiques (OCTs). Ainsi, OCT1, OCT2, CTR1 

et CTR2 ont été étudiés au niveau préclinique comme potentielles cibles de modulation de 

l’entrée de molécules de chimiothérapie dans la cellule cancéreuse. Zhang et al. ont montré que 

la concentration intracellulaire d’oxaliplatine était significativement augmentée dans un modèle 

de cellules HEK transfectées avec un plasmide contenant OCT 1 ou 2 par rapport aux conditions 

contrôles et que l’utilisation d’un inhibiteur de OCT1 dans différentes lignées cellulaires de 

CCR diminuait la sensibilité de ces cellules à l’oxaliplatine (S. Zhang et al. 2006). De même, 

l’invalidation génétique de CTR1 entraine une diminution de l’accumulation de cisplatine dans 

la cellule cancéreuse et ainsi une résistance au traitement in vivo (Howell et al. 2010). 

 

1.3.2. Dégradation ou inactivation intracellulaires des molécules de chimiothérapie 

Étant donné l’important réseau enzymatique associé au métabolisme du 5-FU (figure 14), il est 

évident que la cellule tumorale peut mettre en place des systèmes d’activation ou d’inhibition 

enzymatiques. Ainsi, la surexpression de la DPD induisant une augmentation de la dégradation 

des métabolites actifs du 5-FU et de la capécitabine (Salonga et al. 2000) est un mécanisme de 

chimiorésistance au 5-FU. De même, une forte expression de l’OPRT corrèle avec une forte 

sensibilité des tumeurs au 5-FU et à la capecitabine (Muhale et al. 2011). A l’inverse, une sous-

expression de la TP corrèle avec une réponse accrue au 5-FU (Salonga et al. 2000).  

Il en est de même pour l’irinotécan : l’augmentation de l’expression des UGTs induisant une 

augmentation de la dégradation du SN-38 est un phénomène de résistance à l’irinotécan dans 

les CCR. L’isoforme UGT1A a été beaucoup étudiée : son polymorphisme est impliqué dans 
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la toxicité à l’irinotécan et certains de ses variants seraient prédictifs de la réponse à une 

chimiothérapie par FOLFIRI chez des patients atteints de CCR (Panczyk 2014). La diminution 

de l’expression de la carboxylesterase a également été décrite comme mécanisme de résistance 

à l’irinotécan (Boyer et al. 2004). 

Le glutathion est un antioxydant intervenant dans la détoxification cellulaire pour prévenir les 

dommages à l’ADN et à l’ARN. Un mécanisme de résistance aux dérivés du platine est basé 

sur leur inactivation et efflux hors de la cellule sous forme de dérivés glucorono-conjugués par 

la famille des glutathion-s-transférases (notamment l’isoenzyme GSTP1, fortement exprimée 

dans le côlon). Des études suggèrent qu’un certain polymorphisme de GSTP1 pourrait induire 

une toxicité augmentée après FOLFOX chez des patients atteints de CCR métastatiques 

(Panczyk 2014). 

 

1.3.3. Altération des cibles moléculaires des agents de chimiothérapie 

Les altérations des cibles moléculaires peuvent être quantitatives. Par exemple, l’augmentation 

de l’expression de la TS (enzyme cible principale du FdUMP, figure 14) est un mécanisme 

reconnu de résistance au 5-FU. Plusieurs méta-analyses ont montré une relation inverse entre 

l’expression du gène TYMS qui code la TS et la survie ou le taux de réponse de patients traités 

avec des fluoropyrimidines (Qiu et al. 2008). Au niveau moléculaire, la modification 

d’expression de la TS s’effectue via une augmentation du nombre de copies du gène TYMS. A 

l’inverse, une diminution de l’expression du gène TOP1 codant pour la topoisomérase 1 (cible 

du métabolite actif de l’irinotécan SN-38) est impliquée dans des mécanismes de résistance 

intrinsèque à l’irinotécan chez des patients atteints de CCR de stade III (Smith et al. 2013). 

Les modifications de la cible peuvent aussi être qualitatives. Par exemple, des mutations 

ponctuelles du gène TOP1, induisant des changements de conformation du site de fixation du 
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SN-38 sur la topoisomérase 1, ont été impliqués dans la résistance des patients et d’une lignée 

cancéreuse colique à l’irinotécan (Jensen et al. 2016). 

 

1.3.4. Voies de réparation de l’ADN 

Plusieurs voies de réparation de lésions de l’ADN coexistent : les voies de réparation « Base 

Excision Repair » (BER), « Nucleotide Excision Repair » (NER) et « Mismatch Repair » 

(MMR) interviennent dans la réparation des lésions simple brin, alors que les voies 

« Homologous Recombination » (HR) et « Non Homologous End Joining » (NHEJ) 

interviennent dans les lésions double brin de l’ADN. Toutefois, il semble que tous ces 

mécanismes de réparation soient activés lors de la réponse cellulaire aux 3 molécules de 

chimiothérapie utilisées pour traiter les CCR, sans spécificité par rapport au type de dommages 

causés (5-FU : dommages simple brin et cassures double brins ; oxaliplatine/irinotécan : 

cassures doubles brins).  

L’ensemble des voies de réparation de l’ADN est susceptible d’altérations à l’origine d’un 

mécanisme de résistance à la chimiothérapie. Un des mécanismes particulièrement bien étudié 

est celui des protéines ERCC1 et 2. Ces protéines sont les principales effectrices du système de 

réparation NER. Elles reconnaissent les adduits platine-ADN et coordonnent les processus 

d’excision de bases. Baba et al. ont montré que le niveau d’expression de ERCC1 était 

augmenté dans des échantillons de tumeurs colorectales résistantes à l’oxaliplatine (H. Baba et 

al. 2012). De même, un niveau élevé d’expression de ERCC1 a été associé à une mauvaise 

réponse des patients atteints de CCR métastatique au FOLFOX (Shirota et al. 2001). Le système 

de réparation MMR semble également impliqué dans des phénomènes de résistance au 5-FU 

puisque Meyers et al. ont montré une résistance accrue au 5-FU de cellules cancéreuses coliques 

déficientes pour le MMR ou mutées au niveau du gène MLH1 (Meyers et al. 2001). 
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1.3.5. Efflux actif de l’agent de chimiothérapie en dehors de la cellule cancéreuse 

1.3.5.1. Superfamille des ABC 

L’efflux de molécules de chimiothérapie est un mécanisme de résistance par lequel la cellule 

cancéreuse diminue sa concentration intracellulaire en agent de chimiothérapie ou en l’un de 

ses métabolites. Ce mécanisme est majoritairement médié par des transporteurs 

transmembranaires de la famille des transporteurs ATP-binding cassette (ABC). Cette 

superfamille est la plus importante famille de transporteurs présente dans tous les organismes 

(eucaryotes ou procaryotes). Chez l’Homme, il existe 49 gènes de la famille ABC classés en 7 

sous-familles différentes (nommées de A à G) selon leur séquence en acides aminés et leur 

homologie de structure. La caractéristique structurale commune à tous les transporteurs de la 

famille ABC est la présence de 2 types de domaines : Nucleotide Binding Domain (NBD) et 

Transmembrane Domain (TMD) (M. Dean, Rzhetsky, and Allikmets 2001). Le domaine NBD 

hydrolyse l’ATP et l’énergie résultante est utilisée par le domaine TMD pour transloquer la 

substance à transporter à travers la membrane cellulaire (figure 18).  

Les transporteurs de la famille ABC sont présents à l’état physiologique et permettent le 

transport de sucres, acides aminés, ions, peptides, protéines, cholestérol, métabolites, mais aussi 

de toxines endogènes ou d’agents xénobiotiques, à travers la membrane cellulaire. Les 

techniques d’identification des substrats des transporteurs de la famille ABC ont grandement 

évolué à travers le temps. Les manipulations de transport vésiculaire ont désormais laissé leur 

place à des études qui échantillonnent directement le gradient produit par l'interaction du 

composé avec le transporteur testé à travers une membrane biologique (Jani and Krajcsi 2014). 

Les transporteurs de la famille ABC jouent ainsi un rôle pivot dans l’absorption, la distribution 

et l’excrétion des médicaments, y compris les drogues anticancéreuses, affectant par définition 

leur efficacité et leur sécurité (Hu et al. 2016). Ils sont donc exprimés dans de nombreux tissus 

impliqués dans le métabolisme de médicaments comme l’intestin, le foie, le rein, la barrière 
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hémato-encéphalique, les plexus choroïdes, le testicule et le placenta, et ont un rôle important 

dans les phénomènes de barrière biologique. De manière générale, les transporteurs de la 

famille ABC ont un flux unidirectionnel (M. Dean, Rzhetsky, and Allikmets 2001). La cellule 

tumorale utilise cette fonction pour permettre l’efflux des molécules de chimiothérapie (El-

Awady et al. 2016). Environ 50% des cancers humains expriment ABCB1 à un niveau 

suffisamment élevé pour être capable d’induire un mécanisme de résistance à la chimiothérapie. 

(Hu et al. 2016).  

 

1.3.5.2. ABC et drogues anticancéreuses dans les cancers de l’appareil digestif 

A ce jour, toute histologie confondue, 12 transporteurs de la famille ABC ont été impliqués 

dans l’efflux de molécules de chimiothérapie, mais les 3 principaux étudiés sont ABCB1 

(MDR1, P-gp), ABCC1 (MRP1) et ABCG2 (BCRP) (Michael Dean 2009) (figure 18). La liste 

non exhaustive des agents cytotoxiques efflués selon le transporteur ABC fait l’objet de la 

figure 19.  

 

 Transporteurs de la famille ABC dans les CCR 

ABCB1 : Les données les plus conséquentes concernent ABCB1, largement étudié et 

caractérisé. Le gène ABCB1 est situé sur le chromosome 7 et code pour une protéine de 170 

kDa comprenant 12 TMD et 1 NBD. Plusieurs études ont décrit une relation entre le 

polymorphisme du gène ABCB1 et le risque de développer un CCR, mais aucune preuve 

formelle sur cette susceptibilité n’a pu être établie (He et al. 2013). En revanche, la plupart des 

tumeurs colorectales expriment ABCB1 à un niveau élevé dès le diagnostic, ce qui leur confère 

potentiellement une résistance innée à la plupart des molécules de chimiothérapie. Cependant, 

parmi les agents de chimiothérapie utilisés dans les CCR, seules les campthotécines (e.g. 

irinotécan) seraient effluées par ABCB1 (Hu et al. 2016).  
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Les mécanismes moléculaires potentiellement impliqués dans la surexpression d’ABCB1 dans 

les CCR sont multiples. D’une part, l’expression d’ABCB1 peut être induite par les molécules 

de chimiothérapie elles-mêmes. D’autre part, il a été montré dans plusieurs lignées cellulaires 

de CCR que l’expression d’ABCB1 pouvait être régulée par des voies de signalisation intra-

cellulaires comme WNT/β-caténine, HIF-1α ou NF-κB (Hu et al. 2016; Stein et al. 2012; 

Chikazawa et al. 2010). Une publication basée sur un modèle in vitro de colonosphères suggère 

que ce sont les cellules différenciées situées à leur périphérie de la sphère qui expriment MDR1 

et protègent les colonosphères vis à vis de l'irinotécan (Emmink et al. 2011).  

 

ABCC1 : ABCC1 permet également l’efflux de nombreuses molécules de chimiothérapie. La 

seule utilisée pour traiter les CCR est l’irinotécan. Son rôle dans les CCR reste débattu puisque 

plusieurs études rapportent des données contradictoires entre le niveau d’expression d’ABCC1 

et la résistance à la chimiothérapie dans les CCR (Cao et al. 2017). Tout comme ABCB1, 

l’induction d’ABCC1 pourrait être induite par l’hypoxie, mais aussi des cytokines comme 

l’interleukine-1β (Hu et al. 2016). En outre, l’expression d’ABCC1 était augmentée au cours 

de l’acquisition du phénotype « Multi Drug Resistance » (MDR) de la lignée HT-29 (Hu et al. 

2016). De même, Cao et al. ont récemment montré la surexpression d’ABCC1 dans les lignées 

cellulaires de CCR Colo205 et HCT-8 rendues résistantes au 5-FU et à l’oxaliplatine. Ces 

travaux ont montré que ABCC1 jouait un rôle important dans le phénotype MDR dans les CCR, 

notamment à travers l’inhibition de l’apoptose (Cao et al. 2017). 

 

ABCG2 : Les substrats ABCG2 sont partiellement communs à ABCB1 et ABCC1. Cependant, 

en plus de ceux décrits dans la figure 19, plusieurs inhibiteurs de tyrosine kinase comme 

l’imatinib ou le gefitinib et le 5-FU (Westover and Li 2015) peuvent également être efflués par 

ABCG2. De plus, il a récemment été montré dans un modèle in vitro de cellules LoVo rendues 
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résistantes à l’oxaliplatine que cette résistance à l’oxaliplatine était médiée par l’activation 

d’ABCG2 (Hsu et al. 2017). Le rôle d’ABCG2 dans la résistance à la chimiothérapie de 

protocoles à base d’irinotécan reste encore incertain.  

Peu d’études se sont intéressées au rôle d’ABCG2 dans les CCR. Les données disponibles 

suggèrent que l’expression d’ABCG2 par la tumeur n’influe pas le pronostic des patients et les 

deux plus grandes études évaluant l’expression d’ABCG2 dans les CCR ont généré des résultats 

contradictoires (Nielsen et al. 2017). 

 

 Transporteurs de la famille ABC dans les autres cancers digestifs 

Très peu de données existent concernant les transporteurs de la famille ABC dans les autres 

types de cancers digestifs et les seules disponibles semblent être contradictoires.  

Une surexpression d’ABCB1 peut être détectée dans les cancers de l’estomac, mais celle-ci ne 

semble ni associée au stade tumoral, ni au pronostic des patients traités par chimiothérapie 

systémique (Wallner et al. 1993; Choi et al. 2002; Gürel et al. 1999). A l’inverse, d’autres études 

rapportent une faible expression d’ABCB1 dans des lignées cellulaires de cancer gastrique 

comme EPG85-257, rendue résistante à la mitoxantrone, ou des échantillons tissulaires de 

cancers gastriques (Tomonaga et al. 1996; Kellner et al. 1997). Dans une étude portant sur 50 

échantillons de cancers gastriques, ABCB1 n’était détectée que dans 10% des patients et la co-

expression d’ABCB1 et ABCC1 était rare (Fan et al. 2000). Cependant, dans une autre étude 

plus récente analysant 69 cancers de la jonction oeso-gastrique, une surexpression d’ABCB1 

était détectée et corrélée avec la présence de métastases et la stratification clinicopathologique 

(Shi et al. 2008). Le caractère contradictoire de ces résultats pourrait être lié à l’hétérogénéité 

des populations étudiées (asiatiques versus caucasiennes), des types histopathologiques 

tumoraux (e.g. linite versus adénocarcinome bien différencié), des modèles de lignées 

cellulaires et des agents chimiothérapeutiques utilisés (D. Zhang and Fan 2010). 
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Le rôle d’ABCC1 a également été étudié dans les cancers gastriques. Une forte expression 

d’ABCC1 a été décrite dans les carcinomes gastriques, notamment localement avancés, mais 

elle ne semble pas liée à la survie des patients (D. Zhang and Fan 2010; Fan et al. 2000). 

ABCG2 est également fréquemment exprimé dans les autres cancers du tractus digestif, mais 

sa contribution dans les phénomènes de chimiorésistance doit encore être démontrée (Robey et 

al. 2009). 

En ce qui concerne les cancers de l’œsophage, les études sont encore plus limitées. Le peu de 

données disponibles suggèrent que certains variants d’ABCB1 seraient, entre autres, des 

marqueurs de survie globale et sans récidive, notamment chez des patients traités avec du 

cisplatine (Findlay, Middleton, and Tomlinson 2015; Wu et al. 2006; L. Wang, Yang, and 

Zheng 2012). Des analogues des transporteurs ABC, tels que ATP7A et ATP7B, impliqués 

dans le transport du cuivre, sont également associés à des phénomènes de résistance vis à vis 

du cisplatine dans ces cancers (Safaei 2006). Enfin, la présence d’ABCG2 dans les carcinomes 

épidermoïdes œsophagiens a également été corrélée à l’envahissement ganglionnaire et à un 

moins bon pronostic des patients (Islam et al. 2015). 
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Figure 16 : Représentation schématique de la structure des 3 principaux transporteurs 

de la famille ABC : ABCB1 (P-gp), ABCC1 (MRP1) et ABCG2 (BRCP) 

La caractéristique structurale commune est la succession de 2 types de domaines : NBD 

(nucleotide-binding domain) et TMD (transmembrane domain). BCRP : Breast cancer 

resistance protein; MRP1: Multidrug resistance-associated protein 1; P-gp : P-glycoprotein. 

(Hu et al. 2016) 
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Figure 17 : Transporteurs impliqués dans la résistance à la chimiothérapie 

anticancéreuse 

Les drogues classiquement utilisées pour le CCR sont principalement effluées par ABCC1 

et ABCC11. (Michael Dean 2009) 

 

 Inhibiteurs d’ABC et essais cliniques 

Comme les transporteurs de la famille ABC constituent des facteurs de résistance à la 

chimiothérapie anticancéreuse, des essais cliniques incluant des inhibiteurs de ces molécules 

ont été réalisés. Ainsi, plusieurs études ont testé l’efficacité du sorafenib (un inhibiteur de 

tyrosines kinase inhibant également ABCG2) en combinaison avec une chimiothérapie par 

FOLFIRI chez des patients atteints de CCR métastatique. Les résultats sont pour l’instant 

décevants, mais de nouvelles études de phase II sont en cours et les résultats ne sont pas encore 

publiés (Nielsen et al. 2017). 

L’inhibition du transporteur ABCB1 a également été testée dans de nombreux cancers comme 

les leucémies myéloïdes aiguës ou le cancer du sein. Même si 3 générations d’inhibiteurs 

d’ABCB1 ont vu le jour, il existe une grande variabilité de l’efficacité de ces composés sur le 

taux de réponse tumorale due à l’hétérogénéité de l’expression d’ABCB1 dans les tumeurs et à 

la co-expression d’autres molécules d’efflux. Ainsi, les différents essais cliniques évaluant les 

effets des inhibiteurs d’ABCB1 n’ont montré que des résultats limités, voire nuls en terme de 

bénéfice thérapeutique (Binkhathlan and Lavasanifar 2013). 
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Cependant, cibler les transporteurs de la famille ABC semble être une stratégie thérapeutique 

potentielle rationnelle. De plus, le niveau d’expression de ces molécules par la tumeur pourrait 

être un marqueur de réponse à la chimiothérapie et leur profil d’expression pourrait contribuer 

à orienter le choix des cliniciens (thérapie personnalisée). 

 

 Cas particulier de ABCC11 

ABCC11 (ou MRP8) est un transporteur particulièrement intéressant dans le contexte des CCR 

puisqu’il a été montré qu’il effluait la forme active du 5-FU. Chez l’homme, le gène MRP8 

contient 29 exons et code pour une protéine de 1382 acides aminés. La protéine est composée 

de 2 NBDs et 12 TMDs et a ainsi une structure similaire à celle d’ABCC4 et ABCC5, même si 

ceux-ci effluent des molécules différentes (figure 20). Chez la souris, le gène ABCC11 n’existe 

pas. ABCC11 est exprimé dans tout l’organisme, mais particulièrement dans le foie, le côlon, 

le rein, le cerveau, le placenta, les seins, les testicules et ovaires. Son expression dans le reste 

du système digestif n’a pas été étudiée (Sodani et al. 2012). A l’état physiologique, ABCC11 

transporte des hormones (dihydroepiandrosterone 3-sulfate (DHEAS), estrone-3-sulfate (E1S)), 

des folates, des analogues nucléotidiques (cAMP, cGMP), des composés glutathion-conjugués 

(LTC4, DNP-SG) et des acides biliaires (glycocholate et taurocholate). ABCC11 participe 

également à la résistance au PMEA (9’-(2-phosphonylmethoxyethyl)adénine) utilisé dans le 

traitement de l’hépatite B, au méthotrexate utilisé dans diverses pathologies inflammatoires et 

au 2’-3’dideoxycytidine, utilisé dans le traitement du VIH (Kruh et al. 2007). Il a également 

récemment été montré qu’ABCC11 avait pour substrat le Tenofovir, une drogue administrée en 

cas d’infection par le VIH ou le virus l’hépatite B (Tun-Yhong et al. 2017). 

ABCC11 transporte la forme active du 5-FU, le FdUMP (Y. Guo et al. 2003). Dans un modèle 

cellulaire in vitro de vésicules membranaires dérivées de cellules épithéliales rénales porcines 

(LLC-PK1) transfectées avec un vecteur d’expression d’ABCC11, Guo et al. ont montré que 



 
 

 

60 

les vésicules étaient capables de catalyser le transport du FdUMP marqué. Les cellules 

transfectées étaient également plus résistantes à un traitement par 5-FU (Y. Guo et al. 2003). 

Dans un modèle in silico, Honorat et al. ont montré des sites potentiels de liaison entre ABCC11 

et le FdUMP (Honorat et al. 2013). Dans cette étude, les auteurs proposent un modèle où le 

FdUMP se fixe sur la partie intracellulaire de ABCC11, ouverte vers le cytoplasme. Les 

changements de conformation de la protéine permettraient le passage du substrat qui se fixerait 

sur le second site de fixation en regard de la partie extracellulaire d’ABCC11. Enfin, la protéine 

s’ouvrirait au niveau de sa partie extracellulaire permettant la libération du substrat (figure 21) 

(Honorat et al. 2013; Szöllősi et al. 2018). 

  

A ce jour, ABCC11 n’a jamais été associé à la résistance à la chimiothérapie dans le CCR. 

Cependant, ABCC11 semble exprimé dans la lignée de cancer colique CX-1 (Yabuuchi et al. 

2001). De plus, le rôle direct d’ABCC11 dans la résistance au 5-FU a été montré dans la lignée 

PC6/23-26 de cancer pulmonaire à petites cellules et dans la lignée MCF7/E de cancer du sein 

par 2 équipes japonaises : dans les deux cas, l’inhibition d’ABCC11 par des siRNA restaurait 

la sensibilité de ces lignées au 5-FU (Oba, Izumi, and Ito 2016; Oguri et al. 2007). De même, 

l’équipe lyonnaise de Honorat et al. a montré dans des cancers du sein exprimant des récepteurs 

aux estrogènes alpha et dans la sous-catégorie de tumeurs « récepteurs aux 

estrogènes/récepteurs progestatifs » que l’expression d’ABCC11 contribuait à la chimio-

résistance vis à vis de protocoles incluant le 5-FU (Honorat et al. 2008, 2011). Enfin, dans deux 

études de toxicité au 5-FU sur 672 et 514 patients atteints de différents types de cancers et 

traités par 5-FU, les auteurs ont montré que les variants SNP rs7194667 et c.1637C>T 

d’ABCC11 étaient significativement associés à un sur-risque de leucopénie, qui pourrait être 

secondaire à un efflux réduit du 5-FU (Magdy et al. 2013; Hamzic et al. 2017). 
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L’ensemble de ces informations suggère que ABCC11 pourrait jouer un rôle important dans la 

résistance à la chimiothérapie dans le CCR puisqu’il efflue l’agent de base de tous les protocoles 

de chimiothérapie intraveineuse. 

 

 

 

 

Figure 18 : Structure des transporteurs ABCC4, ABCC5 et ABCC11 

Les 12 TMD sont représentés par des barres et les 2 NBD par des ronds. 

(Nies et al. 2015) 
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Tableau 1. Résumé des mécanismes de chimiorésistance impliqués dans les CCR selon 

l’agent de chimiothérapie 

Agent Cible Mécanisme de résistance Référence 

5-FU Thymidylate synthase Augmentation enzyme cible corrèle 

avec réponse réduite au 5-FU 

Qiu et al. 2008 

 Ororate phosphoribosyl transferase Forte expression corrèle avec sensibilité 

élevée au 5-FU 

Muhale et al. 2011 

 Dihydropyrimidine deshydrogenase Surexpression induit une dégradation 

accrue des métabolites actifs 

Salonga et al. 2000 

 Thymidine phosphorylase Sous expression corrèle avec réponse 

accrue au 5-FU 

Salonga et al. 2000 

 MLH1 (système de réparation MMR) Déficience /mutation augmente 

résistance au 5-FU 

Meyers et al. 2001 

Irinotécan Topoisomérase 1 Diminution nombre de copies de TOP1 Smith et al. 2013 

 Uridine diphosphate glucuronosyl-

transferases (UGTs) 

Augmentation expression induit 

dégradation accrue du SN-38 

Panczyck et al. 2014 

 Carboxylesterase Réduction expression Boyer et al. 2004 

 Famille des ABC Augmentation efflux actif Nielsen et al. 2017 

Oxaliplatine OCT1 Inhibition diminue la sensibilité 

cellulaire à l’oxaliplatine 

Zhang et al. 2006 

 Famille des ABC : ABCG2  Augmentation efflux actif Hsu et al 2017 

 Système de réparation NER (ERCC1) Augmentation expression améliore 

réparation NER 

Baba et al. 2012 
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A 

 

B 

  

Figure 19 : Mode d’action des transporteurs ABC 

(A) Modélisation du mode d’action des transporteurs de la famille ABC, 

(Szöllősi et al. 2018) 
 

(B) Même modélisation appliquée au transporteur ABCC11. 

(Honorat et al. 2013) 
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1.3.6. Altération des mécanismes de l’apoptose 

L’augmentation de la résistance à l’apoptose est un des mécanismes mis en œuvre par les 

cellules tumorales pour résister à la chimiothérapie anticancéreuse. L’apoptose est finement 

régulée par 2 grandes familles de protéines : les protéines pro-apoptotiques telles que Bax et 

Bad, et les protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2 et Bcl-XL. La surexpression de gènes 

codant pour des protéines anti-apoptotiques associée à la sous-expression de gènes codant pour 

des protéines pro-apoptotiques a été mise en évidence dans les lignées de cellules cancéreuses 

coliques résistantes au 5-FU ou à l’oxaliplatine (Konishi et al. 2006; Manoochehri et al. 2014; 

Gourdier et al. 2002). A l’échelon clinique, il semblerait qu’un niveau d’expression élevé de 

Bcl-2 serait associé à une meilleure survie sans récidive et une meilleure survie globale dans 

les CCR (Huang et al. 2017). 

 

1.3.7. Altération des points de contrôle du cycle cellulaire 

Les points de contrôle du cycle cellulaire permettent le contrôle de l’intégrité du génome 

pendant toutes les phases du cycle cellulaire. En cas d’anomalie, la progression du cycle 

cellulaire est stoppée pour permettre la réparation des dommages à l’ADN ou bien orienter la 

cellule vers le processus d’apoptose en cas de lésions jugées non réparables. Les principaux 

mécanismes moléculaires de contrôle du cycle cellulaire mettent en jeu les protéines de la 

famille p53. La mutation du gène suppresseur de tumeur TP53 a un rôle prédominant dans la 

carcinogenèse, mais aussi dans la résistance à la chimiothérapie. Les protéines p53 mutantes 

sont capables d’induire une résistance à la chimiothérapie anticancéreuse notamment par la 

modulation de l’expression de facteurs pro/anti-apoptotiques comme Fas et Bcl-XL (Simabuco 

et al. 2018). De manière intéressante, il semble également que les mutants p53 soient capables 

d’activer les mécanismes de chimiorésistance d’efflux à travers ABCB1, soit en agissant 
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directement sur son promoteur, soit indirectement par des phénomènes de méthylation et 

d’acétylation de la chromatine associée à son locus (Simabuco et al. 2018). 

 

 Stratégies de contournement de la résistance à la chimiothérapie dans les cancers 

1.4.1. Stratégies cliniques 

Les stratégies utilisées par les cliniciens pour contrer les phénomènes de résistance à la 

chimiothérapie sont de plusieurs types : 

- D’une part, l’optimisation de l’utilisation des chimiothérapies conventionnelles (adaptation 

pharmacocinétiques des doses, chronochimiothérapie, chimiothérapie in situ, modulateurs 

d’activité comme l’acide folique) est un objectif en pratique clinique. De même, 

l’augmentation de la dose de médicaments diminue la rapidité d’apparition des résistances. 

- D’autre part, l’utilisation synergique de plusieurs médicaments sous forme de 

polychimiothérapie est devenue un principe de base de l’administration d’une 

chimiothérapie anticancéreuse pour diminuer les phénomènes de résistance innée (exemple : 

association FOLFOX ou FOLFIRI dans les CCR). 

- De plus, l’utilisation de thérapies innovantes a également pris un essor important depuis 

plusieurs années en réponse aux échecs des chimiothérapies conventionnelles. Ainsi les 

thérapies ciblées, les thérapies géniques (réparations des systèmes géniques déficients) et 

l’immunothérapie sont de plus en plus utilisées seules ou associées aux chimiothérapies 

conventionnelles. 

 

1.4.2. Stratégies de recherche fondamentale : le développement de nouvelles 

drogues anticancéreuses 

Même si les sels de platine sont largement utilisés dans différents types de cancers digestifs, ils 

présentent des inconvénients majeurs : certaines tumeurs présentent des mécanismes de 
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résistance innée et acquise et ils sont à l’origine d’effets indésirables (néphrotoxicité, 

ototoxicité, neuropathie notamment), limitant leur utilisation. 

C’est en raison de ces problèmes associés aux sels de platine que des équipes de recherche 

fondamentale s’intéressant au développement de nouveaux agents anti-cancéreux se sont 

orientées pendant ces dernières années vers des composés organométalliques dérivés d’autres 

métaux lourds que le platine (or, ruthénium, osmium, titane, rhodium notamment). 

 

1.4.2.1. Les dérivés du ruthénium et de l’osmium 

Parmi les différents composés synthétisés à base de métaux, les plus intéressants en terme 

d’efficacité et d’effets secondaires semblent être ceux dérivés du ruthénium et de l’osmium. 

 

 Les dérivés du ruthénium  

Le ruthénium est l’élément chimique de numéro anatomique 44 et de symbole Ru. Il fait partie 

du groupe du platine. Les dérivés du ruthénium sont des composés qui présentent des propriétés 

intéressantes telles qu’une géométrie octogonale, un potentiel redox important, de nombreux 

états d’oxydation et la possibilité d’engendrer des liaisons covalentes avec des macromolécules. 

Le ruthénium serait également moins toxique que le platine. Même si les mécanismes d’action 

de ces composés sont encore partiellement inconnus, certaines études ont déjà démontré que 

les dérivés à base de ruthénium sont capables d’interagir avec l’ADN et d’activer les voies de 

signalisation de dommage à l’ADN, d’activer des kinases et des métallo-protéases (Licona et 

al. 2017). 

L’équipe de C. Gaiddon (UMR_S 1113, Strasbourg) développe ces composés dérivés du 

ruthénium en collaboration avec une équipe de chimistes (M. Pfeffer, UMR_S 7177, 

Strasbourg). Ils ont synthétisé à ce jour plus d’une centaine de composés dont le RDC-11, qui 

semble particulièrement intéressant en raison de ses propriétés chimiques, physiques et 
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biologiques. Le RDC-11 admet 6 ligands potentiels, lui offrant des structures différentes et 

originales (figure 22). In vitro, le RDC-11 a une activité cytotoxique élevée et notamment sur 

des lignées cellulaires résistantes au cisplatine. In vivo, le RDC-11 réduit la croissance tumorale 

dans des modèles murins syngéniques et de xénogreffes humaines. Il semblerait également que 

la toxicité induite par le RDC-11 soit moins importante que celle induite par le cisplatine (Meng 

et al. 2009) et que ce composé soit moins sensible aux mécanismes de chimiorésistance du 

cisplatine tels que la surexpression du transporteur ATP7B. 

Les mécanismes d’action du RDC-11 sont multiples et sont étudiés dans le laboratoire. Le 

RDC-11 induit des voies de signalisation p53-dépendantes et p53-indépendantes (Gaiddon et 

al. 2005), une activation du stress du réticulum endoplasmique et de l’apoptose mitochondriale. 

Le RDC-11 altère le potentiel redox d’enzymes telles que la glucose oxydase et affecte le 

métabolisme cellulaire à travers la production de radicaux libres. Le RDC-11 est également 

capable de moduler la voie de signalisation HIF-mTOR, impliquée dans le contrôle et la 

progression tumorale, en diminuant l’expression de HIF-1α et d’inhiber la néoangiogenèse 

tumorale en diminuant l’expression du VEGF. 

 

Figure 20 : Structure du RDC-11 

 

En modifiant la structure du RDC-11 (remplacement des groupes acétonitrile par 

phénantroline), le laboratoire a développé un nouveau composé, le RDC-34. Le RDC-34 est le 
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plus cytotoxique de tous les RDCs. Son mécanisme d’action semble différent de celui du RDC-

11, avec notamment une capacité plus faible à interagir avec l’ADN. Cependant, le RDC-34 

semble capable de favoriser de manière plus importante la production de radicaux libres et 

d’induire la caspase 8, enzyme impliquée dans l’apoptose (Vidimar et al. 2012). 

 

 Les dérivés de l’osmium 

L’atome de ruthénium composant les RDC peut être remplacé par un atome d’osmium, autre 

métal platinoïde lourd. C’est l’élément chimique de numéro atomique 76 et de symbole Os. 

Même si l’osmium a historiquement été découvert avant le ruthénium, son activité 

anticancéreuse a été beaucoup moins explorée (Meier-Menches et al. 2018). 

Le remplacement de l’atome de ruthénium du RDC-11 par un atome d’osmium génère l’ODC-

2 (figure 23). Le remplacement de l’atome de ruthénium du RDC-34 par un atome d’osmium 

génère l’ODC-3 (figure 23). Le mode d’action exacte des ODC reste encore mal connu et est 

en cours d’étude. D’une manière générale, les ODC semblent avoir un potentiel redox différent 

des RDC et donc des propriétés et mécanismes d’action différents par rapport aux RDC et aux 

autres dérivés du platine. Ils semblent également plus cytotoxiques que les RDC. 

 

 

Figure 21 : Structures du RDC-11, RDC-34, ODC-2 et ODC-3 
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 CDX2, un gène clé dans l’intestin 

L’homéostasie intestinale est un processus complexe impliquant des voies de signalisation 

intracellulaires multiples et de nombreuses molécules régulatrices. Depuis plusieurs années, le 

laboratoire d’accueil s’intéresse plus particulièrement à CDX2, un facteur de transcription 

essentiel à l’homéostasie intestinale et dérégulé dans les cancers. 

 

1.5.1. Structure et fonction de CDX2 

Le gène CDX2, situé sur le chromosome 13, est composé de 3 exons et code pour un facteur de 

transcription à homéodomaine de 313 acides aminés (figure 23). La région centrale a été 

hautement conservée au cours de l’évolution et contient l’homéo-domaine. Celui-ci se lie à 

l’ADN au niveau du promoteur des gènes cibles sur une séquence consensus 

(A/CTTTATATA/G, (Margalit et al. 1993)). L’extrémité N-terminale correspond au domaine 

de trans-activation et module l’activité transcriptionnelle de CDX2 (Rings et al. 2001). 

L’extrémité C-terminale comporte des sites de phosphorylation qui régulent la stabilité de 

CDX2 (Isabelle Gross et al. 2005). Différentes isoformes générées par épissage alternatif 

(Witek et al. 2014; Balbinot et al. 2018) de CDX2 ont été décrites, dont miniCDX2, pour lequel 

l’extrémité N-terminale a été remplacée par quelques acides aminés. Ces variants d’épissage 

peuvent avoir une activité biologique différente comparée à la protéine entière (Balbinot et al. 

2018). 

CDX2 régule de nombreux processus au cours du développement embryonnaire, mais joue un 

rôle crucial dans la morphogenèse et l’homéostasie intestinale. En effet, CDX2 détermine 

l’identité intestinale de la moitié postérieure de l’endoderme lors de l’embryogenèse (Beck et 

al. 1999) et est nécessaire au maintien de l’intestin tout au long de la vie. 
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Figure 22 : Représentation schématique de la protéine CDX2 humaine 

Les chiffres du haut correspondent à la position des différents domaines le long des 

313 acides aminés de la protéine CDX2. TAD: transactivator domain; NLS: nuclear 

localization signal; HD: homeodomain; SD: stabilization domain.  

(Renouf et al. 2012)  

 

Chez la souris, l’inactivation complète du gène (Cdx2-/-) dans l’endoderme durant 

l’embryogenèse à E9,5 conduit à l’absence de côlon (Gao, White, and Kaestner 2009), mais est 

également létale dans l’intestin d’embryons plus développés ou chez l’adulte, générant des 

cellules intestinales non fonctionnelles (perte des microvillosités, de la polarité et des enzymes 

intestinales, expression de marqueurs gastriques voire transdifférenciation en cellules 

gastriques) (Gao and Kaestner 2010; Grainger, Savory, and Lohnes 2010; Verzi et al. 2011; 

Stringer et al. 2012). 

CDX2 régule l’expression de molécules impliquées dans la différenciation fonctionnelle des 

cellules intestinales telles que certaines enzymes intestinales (Ex : saccharase-isomaltase 

(Traber, Wu, and Wang 1992), lactase (Troelsen et al. 1997)), certains constituants du mucus 

intestinal (Ex : Muc2 (Yamamoto, Bai, and Yuasa 2003), Muc4 (Jonckheere et al. 2007)), 

certaines molécules d’adhésion (Ex : LI-cadhérine (Hinoi et al. 2002), Claudine-2, (Sakaguchi 

et al. 2002), Mucdhl (Hinkel et al. 2012)) ou certains transporteurs nécessaires au métabolisme 

de nutriments (Glut 2 (Uesaka, Kageyama, and Watanabe 2004), héphaestine (Hinoi et al. 

2005)). CDX2 stimule l’adhésion inter-cellulaire et la polarité apico-basale, mais diminue la 

prolifération et la migration cellulaire (Keller et al. 2004; Gao and Kaestner 2010; Freund et al. 

1998). 
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Parallèlement à cette activité transcriptionnelle, CDX2 possède une activité non 

transcriptionnelle reposant sur des phénomènes d’interaction avec d’autres protéines. Ainsi 

CDX2 est capable d’inhiber la réparation de type NHEJ des lésions doubles brins de l’ADN en 

interagissant avec les protéines Ku70/80 (Renouf et al. 2012) et HoxB7 (Soret et al. 2016). De 

même, en se liant à NF-κB ou à la β-catenine, CDX2 peut bloquer la synthèse de 

prostaglandines et l’expression des gènes de la voie WNT, potentiellement impliqués dans les 

phénomènes de réponse inflammatoire et de cancérogenèse colique (Mutoh et al. 2007; Guo et 

al. 2010). 

 
1.5.2. Expression de CDX2 

Chez l’adulte, CDX2 est spécifiquement exprimé au niveau de l’épithélium intestinal et colique 

à l’état physiologique. Ainsi, en pratique clinique quotidienne, la détection de CDX2 par 

immunohistochimie atteste de l’origine colique d’un prélèvement. L’expression de CDX2 

augmente à partir du duodénum jusqu’au côlon proximal. Il existe également un gradient 

d’expression de CDX2 le long de l’axe crypto-villositaire (San Roman et al. 2015).  

 

1.5.3. Régulation de l’expression et de l’activité CDX2 

L’importance du maintien du niveau d’expression de CDX2 implique des mécanismes de 

régulation d’expression du gène et de l’activité de la protéine à plusieurs niveaux, même si 

l’ensemble de ces mécanismes n’est pas encore parfaitement identifié. 

La région promotrice de CDX2 contient des éléments de réponse à certains facteurs de 

transcription comme HNF4α, GATA6, et TCF4/β-caténine (Benahmed et al. 2008; Boyd et al. 

2009; Saandi et al. 2013) qui assurent en synergie la régulation transcriptionnelle de CDX2.  

La régulation post transcriptionnelle de CDX2 fait intervenir des variants d’épissage inactifs 

comme CDX2/AS (Witek et al. 2014) ou se comportant comme dominant négatif sur les cibles 

transcriptionnelles de CDX2 comme mini-CDX2 (Balbinot et al. 2018). L’ARNm de CDX2 
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peut également interagir avec des miRNA ou certaines protéines (comme MEX3A) capables 

de favoriser sa dégradation (Tagawa et al. 2012; Pereira et al. 2013). 

Le gradient d’expression de CDX2 observé le long de l’axe crypto-villositaire suggère des 

mécanismes de régulation post traductionnelle permettant l’inhibition de son activité dans les 

CS coliques et son activation dans les cellules différenciées des villosités. Ainsi, un système 

important de phosphorylation de CDX2 sur différents sites de la protéine et par différentes 

kinases (Ex : Cdk2, Erk1/2, p27kip1, p38) permettent de stimuler ou d’inhiber son activité 

transcriptionnelle (Gross et al. 2005; Krueger et al. 2009; Boulanger et al. 2005; Houde et al. 

2001). 

 

1.5.4. CDX2 et cancérogenèse 

1.5.4.1. Cancer colorectal 

CDX2 est considéré comme un gène suppresseur de tumeur dans l’intestin. En effet, 

l’expression de CDX2 est généralement réduite chez les patients atteints de CCR et ceci 

favorise la progression tumorale. 

Cette baisse d’expression de CDX2 n’est pas due à des mutations ou altérations au sein de son 

locus (Subtil et al. 2007; Sivagnanasundaram et al. 2001), mais serait contrôlée par des voies 

pro-oncogéniques comme les voies Ras et NF-κB (Lorentz et al. 1999; S. Kim et al. 2002) et/ou 

le microenvironnement tumoral à travers HNF4α notamment (Brabletz et al. 2004; Saandi et 

al. 2013). Plus récemment, Wang et al. ont corrélé la baisse de CDX2 dans les CCR avec une 

hyperméthylation du gène (Y. Wang et al. 2018).  

Chez la souris, la réduction de l’expression de CDX2 favorise la progression de tumeurs 

coliques induites par un carcinogène ou la perte de fonction du suppresseur de tumeurs APC 

(Bonhomme et al. 2003; Aoki et al. 2003). A l’inverse, le maintien forcé de l’expression de 

CDX2 dans des cellules cancéreuses coliques injectées à des souris nude permet de diminuer le 
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volume des tumeurs formées et la dissémination métastatique (I. Gross et al. 2008). Le mode 

d’action de CDX2 en tant que suppresseur de tumeur n’est pas encore parfaitement compris, 

mais pourrait dépendre de sa capacité à maintenir le phénotype intestinal (inhibition de la 

prolifération, stimulation de la différenciation), à s’opposer à la réparation de type NHEJ de 

l'ADN endommagé par la protéine Ku70/80 (induction de l’apoptose) (Renouf et al. 2012; Soret 

et al. 2016) ou encore à sa capacité d’activer la voie Rho, impliquée dans l’organisation du 

cytosquelette et les jonctions adhérentes (Platet et al. 2017). 

 

1.5.4.2. Autres lésions et cancers de l’appareil digestif 

Il semblerait que l’expression ectopique de CDX2 puisse modifier sa fonction gène suppresseur 

de tumeur en fonction pro-oncogénique. En effet, une expression ectopique de CDX2 a été 

rapportée dans différents types de cancers, en particulier de phénotype mucineux, tels que des 

adénocarcinomes pancréatiques, œsophagiens, ovariens, pulmonaires ou les rares 

pseudomyxomes appendiculaires et extra-appendiculaires (Moskaluk et al. 2003; Werling et al. 

2003; Delhorme et al. 2018; Nonaka et al. 2006). 

L’expression ectopique de CDX2 peut également être détectée au sein de métaplasies 

intestinales gastriques ou œsophagiennes secondaires à une infection à Helicobacter Pylori ou 

un reflux gastro-œsophagien. Zhang et al. ont récemment montrés sur 60 tumeurs de patients 

atteints de cancer du cardia que l’expression de CDX2 était significativement augmentée dans 

ces tumeurs par rapport à des prélèvements sur muqueuses cardiales saines (Y. Zhang et al. 

2016). De plus, l’expression de CDX2 augmentait parallèlement au niveau d’infection par 

Helicobacter Pylori. Dans cette étude, l’expression de CDX2 corrélait avec un envahissement 

ganglionnaire plus important. Cependant, l’expression de CDX2 dans les tumeurs de l’estomac 

est généralement corrélée à une meilleure survie (Masood, Loya, and Yusuf 2016). 
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Par ailleurs, une expression ectopique de CDX2 est détectée dans plus de 80% des leucémies 

aigues lymphoïdes et myéloïdes et plusieurs études ont montré que CDX2 exerce une activité 

oncogénique en situation ectopique au sein du tissu hématopoïétique (Scholl et al. 2007; Thoene 

et al. 2009; Rawat et al. 2004). 

L’ensemble de ces données suggère une fonction versatile de CDX2 dans les phénomènes de 

cancérogenèse dont le déterminant pourrait être lié à son site d’expression, à son niveau 

d’expression et au microenvironnement résultant. 

 

1.5.4.3. CDX2 comme facteur pronostic de survie dans le CCR 

Des études cliniques réalisées sur de faibles effectifs avaient déjà mis en évidence le rôle 

pronostic de CDX2 dans les CCR. En effet, la perte d’expression de CDX2 était un facteur de 

mauvais pronostic de survie en analyse multivariée et associée à des caractéristiques tumorales 

plus agressives telles que des tumeurs peu différenciées, des mutations de BRAF, un statut 

MMR déficient, un grade et stade tumoral plus important et un phénotype de type CIMP (Y. 

Baba et al. 2009; Bae et al. 2015; J. H. Kim et al. 2013; Knösel et al. 2012; Olsen et al. 2014, 

2016). 

Une publication récente regroupant des données transcriptomiques de tumeurs chez plus de 

2000 patients atteints de CCR a montré que la perte d’expression de CDX2 était un facteur de 

mauvais pronostic de survie sans récidive, avec un sur-risque de récidive multiplié par 3,44 

pour les tumeurs n’exprimant pas CDX2, et ceci indépendamment du sexe du patient, du stade 

et du grade tumoral (Dalerba et al. 2016). Cependant, dans cette étude, la perte d’expression de 

CDX2 ne survenait que dans seulement 4,1% des tumeurs (la plupart des CCR exprimant ou 

surexprimant CDX2). Ces données ont également été confirmées dans une méta-analyse de 26 

études rétrospectives qui comparait la valeur pronostique de CDX2 dans différents types de 

cancers solides (CCR, cancer oeso-gastrique, pancréatique ou ovarien). La perte d’expression 
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de CDX2 était assez hétérogène selon les études et concernait environ 16% (extrêmes 5-50%) 

des tumeurs analysées. La perte d’expression de CDX2 était significativement associée à une 

moins bonne survie globale à 3 ans, 5 ans et 10 ans (Yuan et al. 2017). Cependant, la survie 

sans récidive ne semblait pas être impactée. L’équipe parisienne de P. Laurent-Puig a également 

confirmé ces résultats sur la base de la carte d’identité des tumeurs coliques (CIT, Ligue contre 

le Cancer) où, sur une analyse transcriptomique de tumeurs de 469 patients atteints de CCR de 

stade II et III, la perte d’expression de CDX2 (cohorte représentant 15,6% de la population 

d’étude) était un facteur pronostique indépendant de survie globale et sans récidive en analyse 

multivariée. La perte d’expression de CDX2 était particulièrement associée aux groupes de 

tumeurs CMS1 (phénotype d’instabilité microsatellitaire et infiltration immunitaire) et CMS4 

(phénotype d’EMT) mais ne semblait impacter la survie que dans le groupe CMS4 (Pilati et al. 

2017). 

 

1.5.5. CDX2 et résistance à la chimiothérapie 

1.5.5.1. Données cliniques 

Dans l’étude de Dalerba et al., l’administration d’une chimiothérapie chez des patients dont les 

tumeurs avaient perdu l’expression de CDX2 améliorait significativement la survie sans 

récidive comparée à des patients n’ayant pas reçu de chimiothérapie (Dalerba et al. 2016). 

Cependant, cet effet bénéfique de la chimiothérapie était nettement diminué (tumeurs de stade 

II), voire annulé (tumeurs de stade III), pour les patients dont les tumeurs exprimaient ou 

surexprimaient CDX2 (Dalerba et al. 2016). Ces données ont été confirmées sur la cohorte 

norvégienne de Bruun et al. analysant l’expression de CDX2 chez 1045 patients atteints de 

CCR (Bruun et al. 2018). De même, dans la méta-analyse de Yuan et al., le gain de survie 

globale chez les patients dont les tumeurs exprimaient CDX2 ne semblait pas attribuable à une 

meilleure réponse à la chimiothérapie puisque, dans cette même étude, le niveau d’expression 
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de CDX2 ne modifiait pas les effets de la chimiothérapie chez des patients qui en avait reçu, 

quelle que soit l’origine tumorale (cancer du côlon ou de l’ovaire) (Yuan et al. 2017). 

Sur la base de ces données cliniques, la perte d’expression de CDX2 semble être un facteur de 

mauvais pronostic de survie, mais de meilleure réponse à la chimiothérapie. Dans cette 

proportion minoritaire de CCR, la perte drastique d’expression de CDX2 pourrait être associée 

à un caractère peu différencié de la tumeur, la rendant plus agressive et plus sensible à la 

chimiothérapie. A l’inverse, le maintien ou la surexpression de CDX2 semble être un facteur 

de mauvaise réponse à la chimiothérapie.  

 

1.5.5.2. Données moléculaires : CDX2 et transporteurs ABC 

De manière intéressante, le transporteur ABCB1 / MDR1 a été identifié comme gène cible de 

CDX2. En effet, Takakura et al. ont mis en évidence par analyse de « microarrays » une 

augmentation de l’expression d’ABCB1 dans la lignée de cellules cancéreuses coliques HT-29 

exprimant ectopiquement CDX2 (Takakura et al. 2010). Ensuite, cette équipe a montré que 

CDX2 régulait directement ABCB1 en se fixant sur son promoteur et que la surexpression de 

CDX2 dans les cellules HT-29 induisait une résistance aux molécules de chimiothérapie 

effluées par ABCB1 (vincristine et paclitaxel) alors que l’inhibition d’ABCB1 par le verapamil 

restaurait la sensibilité des cellules à ces molécules (Takakura et al. 2010). Ces résultats ont été 

confortés par l’étude norvégienne de Bruun et al. où l’expression de ABCB1 était diminuée 

parallèlement à celle de CDX2 dans 121 tumeurs de patients, ainsi que dans 16 lignées 

cellulaires (Bruun et al. 2018). Les travaux de Koh et al. ont également montré par 

immunohistochimie que l’expression endogène de ABCB1 était positivement associée à celle 

de CDX2 dans une cohorte de patientes atteintes d’adénocarcinomes mucineux ovariens (Koh 

et al. 2016). Dans plusieurs lignées cellulaires d’adénocarcinomes mucineux ovariens, cette 
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équipe a montré que CDX2 induisait une surexpression de ABCB1 responsable d’une résistance 

accrue à la vincristine et au paclitaxel. 

Yan et al. ont aussi montré que la surexpression de CDX2 dans deux modèles de lignées 

cellulaires de cancer gastrique réduisait significativement la sensibilité des cellules au 

cisplatine, à la doxorubicine et au 5-FU et diminuait l’accumulation intracellulaire de 

doxorubicine (L.-H. Yan et al. 2015). 

Enfin, CDX2 aurait également pour gène cible le transporteur ABCC7 (ou cystic fibrosis 

transmembrane conductance regulator (CFTR)), impliqué dans la mucoviscidose (Kerschner 

and Harris 2012). Cependant, ce transporteur n’a jamais été décrit comme acteur de résistance 

à la chimiothérapie et ses substrats identifiés sont les ions chlore et bicarbonate (Vauthier, 

Housset, and Falguières 2017). 

. 

 

A l’image des cancers ovariens et gastriques, la surexpression de CDX2 pourrait donc jouer 

un rôle dans la chimiorésistance des CCR à travers la surexpression de molécules d’efflux. 
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2. SYNTHESE ET OBJECTIFS DE LA THESE 

Les cancers de l’appareil digestif, en particulier le CCR, correspondent à un problème de santé 

publique en raison de leur fréquence et de leur gravité. Pour les CCR de stades avancés de grade 

III et IV, les stratégies thérapeutiques actuelles, basées sur une chirurgie d’exérèse et la 

chimiothérapie (5-Fluorouracile (5-FU) + oxaliplatine / irinotécan), se heurtent à des 

phénomènes de résistance liés à l’hétérogénéité tumorale.  

La compréhension des mécanismes de résistance à la chimiothérapie, ainsi que le 

développement de nouvelles drogues anticancéreuses, sont donc des axes de recherche 

fondamentaux dans la prise en charge des patients atteints de cancers digestifs et plus 

particulièrement de CCR. L’un des mécanismes de résistance à la chimiorésistance identifié est 

la surexpression de transporteurs de la famille ABC qui augmentent l’efflux actif des agents de 

chimiothérapie en dehors de la cellule cancéreuse.  

Dans ce contexte, le laboratoire s’intéresse aux mécanismes moléculaires impliqués dans la 

cancérogenèse colique par le biais du suppresseur de tumeurs CDX2, ainsi qu’au 

développement de nouveaux agents chimiotoxiques.  

• CDX2 est un facteur de transcription nécessaire au développement embryonnaire de 

l’intestin, mais également au fonctionnement et au renouvellement de l’épithélium intestinal 

chez l’adulte. La baisse d’expression de CDX2 généralement observée dans les tumeurs 

coliques humaines est hétérogène, variant d’un patient à l’autre, voire d’une zone tumorale à 

une autre. Or, il a été montré à l’échelon moléculaire que le niveau d’expression de CDX2 

modifie les propriétés des cellules cancéreuses coliques, notamment en termes de potentiel de 

prolifération, de migration et éventuellement de réponse à la chimiothérapie. En effet, bien que 

le niveau d’expression de CDX2 soit un facteur pronostic majeur de survie pour les patients 

atteints de CCR, il semble prédire une mauvaise réponse à la chimiothérapie. De plus, le gène 

ABCB1 codant pour une protéine d’efflux membranaire impliquée dans la résistance à la 
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chimiothérapie a récemment été identifié comme gène cible de CDX2. Ceci suggère que le 

niveau d’expression de CDX2 pourrait avoir un impact sur la sensibilité des cellules 

cancéreuses coliques aux drogues anticancéreuses.  

• En collaboration avec des équipes de chimistes, le laboratoire développe et caractérise 

de nouveaux agents cytotoxiques à base d’osmium et de ruthénium. Ces composés seraient 

moins toxiques que ceux à base de platine et non sensibles aux mécanismes de résistance au 

cisplatine.  

Sur ces bases, le projet de thèse visait à i) étudier l’impact du niveau d’expression de CDX2 

sur la sensibilité aux drogues anticancéreuses, étant donné le rôle majeur de CDX2 dans la 

morphologie et le fonctionnement des cellules intestinales et ii) caractériser les effets induits 

par les nouveaux composés organométalliques du laboratoire en terme de résistance des 

cellules cancéreuses de l’appareil digestif. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

81 

 

 

 

 

 

 

 

                         RESULTATS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

82 

3. RESULTATS ET ARTICLES ASSOCIES 

 Projet I : CDX2 et chimiorésistance dans les CCR 

3.1.1. Résumé des résultats obtenus 

3.1.1.1. Impact de CDX2 sur la survie sans récidive et la réponse clinique à la 

chimiothérapie 

Une analyse transcriptomique de 12 différentes bases de données publiques de CCR, 

représentant 1237 patients, m’a permis de confirmer le caractère pronostic favorable du 

maintien ou de la surexpression de CDX2 par la tumeur sur la survie. Cette analyse m’a 

également permis de mettre en évidence que cet effet bénéfique sur la survie est perdu chez des 

patients atteints de tumeurs de stade II, III et IV traités par chimiothérapie. 

 

Le niveau d’expression de CDX2 semble donc être un facteur de survie important chez les 

patients atteints de CCR. Cependant, l’effet bénéfique de CDX2 est perdu pour les patients 

ayant reçu de la chimiothérapie. Les expérimentations ultérieures du projet ont consisté à 

élucider les mécanismes moléculaires impliqués dans ce phénomène. 

 

3.1.1.2. Impact de la différenciation intestinale sur la résistance à la 

chimiothérapie  

J’ai réalisé des tests de survie cellulaire (MTT ou comptage) sur deux modèles différents de 

différenciation intestinale in vitro et montré que les cellules cancéreuses coliques différenciées, 

qui surexpriment CDX2, sont plus résistantes à certaines drogues de chimiothérapie 

(oxaliplatine, 5-FU) que des cellules moins différenciées. 

 

Ainsi, l’expression de CDX2 s’oppose à l’efficacité de la chimiothérapie in vitro et in vivo. 
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3.1.1.3. Effet de la différenciation intestinale sur les transporteurs de la famille 

ABC  

Des analyses par RT-qPCR m’ont permis de montrer que l’expression de CDX2 conduit à une 

nette augmentation de l’expression des transporteurs ABCB1 et ABCC11 dans les cellules 

cancéreuses coliques HT-29 et HCT116. De plus, l’expression d’ABCC11 est fortement 

augmentée (environ x13) dans les cellules cancéreuses coliques Caco2/TC7 différenciées 

spontanément à confluence (11 jours  de culture) par rapport aux cellules non différenciées (1 

jour de culture). Ceci est particulièrement intéressant puisqu’il a été montré qu’ABCC11 

permettait l’efflux du 5-FU, la drogue à la base des protocoles de chimiothérapie utilisés en 

clinique pour les CCR. Ces données ont été confirmées dans des modèles représentant mieux 

le comportement tumoral, à savoir un modèle de colonosphères en 3D, ainsi qu’un modèle de 

greffe sous-cutanée chez la souris nude, de cellules HT-29 surexprimant ou non CDX2.  

 

3.1.1.4. ABCC11 : nouveau gène cible de CDX2 

J’ai ensuite utilisé une approche de perte de fonction par interférence à l’ARN : j’ai observé 

une diminution (environ -60%) de l’expression du transporteur ABCC11 dans des cellules 

cancéreuses coliques transfectées par un siRNA ciblant CDX2 par rapport à des cellules 

transfectées par un siRNA non spécifique. Ceci indique que le facteur de transcription CDX2 

est nécessaire à l’expression du transporteur ABCC11. 

Pour déterminer si CDX2 régule la transcription d’ABCC11, j’ai construit des plasmides 

rapporteurs de type luciférase qui contiennent des fragments d’ADN de différentes tailles de la 

zone située en amont du site d’initiation de la transcription d’ABCC11 et incluant des sites 

potentiels de liaison pour CDX2. J’ai co-transfecté ces plasmides rapporteurs avec un plasmide 

codant pour CDX2 dans des cellules HCT116. Les résultats montrent une augmentation du 

signal luciférase dans les cellules exprimant CDX2 par rapport aux cellules contrôles.  
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Pour confirmer l’interaction entre le promoteur d’ABCC11 et CDX2, j’ai également réalisé des 

expériences de co-immunoprécipitation de chromatine. Les résultats ont été analysés par qPCR 

et montrent que CDX2 interagit bien avec le promoteur d’ABCC11. 

Pour compléter ces analyses moléculaires réalisées sur des lignées cellulaires, j’ai examiné le 

profil d’expression d’ABCC11 et CDX2 in vivo. L’analyse par RT-qPCR de tissus sains 

humains de différents segments du tube digestif montre un profil d’expression d’ABCC11 et 

de CDX2 compatible avec une régulation d’ABCC11 par CDX2. 

Enfin, l’analyse par RT-qPCR de 38 échantillons de tumeurs coliques humaines issues d’une 

cohorte locale suggère qu’il existe une corrélation entre les niveaux d’expression de CDX2 et 

d’ABCC11 dans les tumeurs. Le regroupement et l’analyse de données transcriptomiques 

publiées m’ont permis de confirmer ces résultats à plus grande échelle (> 1200 patients).  

 

3.1.1.5. Participation d’ABCC11 à la résistance au 5-FU 

Pour déterminer si l’induction d’ABCC11 par CDX2 était effectivement impliquée dans la 

résistance à la chimiothérapie par le 5-FU, j’ai réalisé des tests de survie de type MTT sur des 

cellules cancéreuses coliques surexprimant ou non CDX2, traitées ou non par des doses 

croissantes de 5-FU et en présence ou non de MK571, un composé inhibiteur du transporteur 

ABCC11. Comme attendu, le 5-FU diminue la quantité de cellules et ceci est moins efficace en 

présence de CDX2 (environ -35%). Remarquablement, l’ajout de l’inhibiteur MK571 permet 

de restaurer la sensibilité au 5-FU des cellules exprimant CDX2, suggérant que l’activité 

d’ABCC11 est nécessaire à la chimiorésistance induite par CDX2. L’inhibition de ABCC11 

par transfection de siRNA montre une tendance à des résultats similaires. 

 

L’ensemble de mes données est compatible avec l’existence d’un mécanisme de résistance 

au 5-FU dans les cellules cancéreuses coliques différenciées basé sur l’expression accrue du 
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transporteur ABCC11 identifié comme nouveau gène cible de CDX2. Ces travaux, qui 

témoignent de l’intérêt diagnostique et thérapeutique d’ABCC11 et de CDX2 pour une 

meilleure prise en charge des CCR. 
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Abstract 

Context: The transcription factor CDX2 is a master regulator of intestinal identity that acts as 

a tumor suppressor in the colon. CDX2 expression in CRC seems associated with better survival 

but higher resistance rate to chemotherapy which may be related to drug efflux as 

MDR1/ABCB1 was recently identified as one of its target genes.  

Methods and Results: We performed a pooled analysis of available transcriptomic data and 

confirmed the prognostic role of CDX2 in disease-free survival and chemoresistance in CRC. 

We observed that CDX2 expression and intestinal differentiation enhance resistance of colon 

cancer cell lines towards 5-FU. Using RT-qPCR, we found that chemoresistance of these cells 

correlates with increased expression of both ABCC11, an efflux molecule whose main substrate 

is 5-FU, and DPYD, responsible for 5-FU catabolism. Gain and loss of function experiments in 

colon cancer cells enabled us to show that CDX2 is necessary for the expression of ABCC11. 

Reporter gene and chromatin immunoprecipitation assays confirmed that CDX2 directly 

regulates the expression of ABCC11 and interacts with its promoter. Using RT-qPCR, we also 

observed a correlation between CDX2 and ABCC11 expression levels in a local series of 38 

CRC and the 1237 CRC of our metacohort. Finally, we showed that pharmacological inhibition 

of ABCC11 by MK-571 improved 5-FU-sensitivity of CDX2-expressing colon cancer cells, 

strongly suggesting that the activity of ABCC11 is necessary for CDX2-induced 

chemoresistance to 5-FU. CDX2 and DPYD expression also correlated in the metacohort. 

Conclusions: These data indicate that ABCC11 is a new CDX2 target gene that may contribute 

to 5-FU chemoresistance in CRC. Expression of CDX2 / ABCC11 / DPYD may be used to 

predict chemotherapy response.  
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Introduction 

Caudal-type homeobox transcription factor 2 (CDX2) plays a crucial role in the determination 

and maintenance of the intestinal identity and is a biomarker of mature colorectal epithelial 

tissue1. Its implication in carcinogenesis is strongly debated and may differ according to its 

localization but data suggest that CDX2 is a tumor suppressor gene in the colon. Indeed, in 

mouse models, decreased expression of CDX2 enhances colon cancer progression2,3 whereas 

overexpression of CDX2 decreases the size of tumors and incidence of metastases formed by 

colon cancer cells injected in nude mice4. In human, the loss of CDX2 expression in colorectal 

cancer (CRC) is associated with features of aggressiveness such as poor differentiation, BRAF 

mutation, high tumor grade, MMR deficiency, advanced stages and CIMP phenotype5,6. 

Furthermore, Dalerba et al. and Pilati et al. recently showed that the loss of CDX2 expression 

was significantly associated with worse survival in stage II and III CRC7,8. Paradoxically, 

patients with CDX2-positive tumors did not benefit from adjuvant chemotherapy compared to 

patients with CDX2-negative tumors, suggesting a role of CDX2 in chemoresistance9. 

Chemoresistance in CRC is a major concern as systemic chemotherapy is frequently 

administered in CRC associated to surgery or not. Several chemoresistance mechanisms have 

been proposed and described. Drugs efflux via ATP-Binding Cassette (ABC) family 

transporters is one of the most studied: it consists in the misuse and overexpression of 

transmembrane proteins whose physiological expression provides protections against 

xenobiotics. Recent data showed that CDX2 induces the expression of the multidrug resistance 

protein 1 (MDR1) gene by binding on its promoter10. Thus, CDX2 may play a role in CRC 

chemoresistance through the expression of ABC family transporters.  

In the present study, we confirmed the role of CDX2 in the chemoresistance of CRC. We 

showed through a translational approach that CDX2 overexpression is implicated in 5-

fluorouracil (5-FU) chemoresistance in CRC and described the molecular mechanisms 
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implicated in this finding. We identified the 5-FU transporter ABCC11 as a new transcriptional 

target of CDX2 whose activity contributes to the 5-FU-chemoresistance of colon cancer cells. 

Remarkably, CDX2 expression correlates with the expression of ABCC11 in human colon 

tumors, but also with the one of the DPYD enzyme involved in the 5-FU break down. Thus, 

our study links for the first time CDX2 to the 5-FU metabolism and provides a molecular 

mechanism for its impact on 5-FU-based chemotherapy. 

 

Results 

CDX2 expression and disease-free survival in the NCBI-GEO meta-cohort 

To confirm the prognostic role of CDX2 expression in CRC, we analyzed a meta-cohort of 

1237 patients affected with CRC by pooling 12 transcriptomic homogeneously re-analyzed 

studies from NCBI-GEO. Two groups were created according to the CDX2 expression level 

within the tumors (Meta-CDX2-High group, n=797 and Meta-CDX2-Low group, n=440). 

Available clinical data are summarized in the table 1. As shown, tumors in the Meta-CDX2-

High group were significantly located in the distal colon, more frequently stage IV, rather 

moderately differentiated, less frequently K-RAS and B-RAF mutated and with more frequent 

MSS phenotype. Data for DFS were available for 767 patients (data for OS were not workable 

as they were similar to the DFS ones in 70% of cases). DFS was significantly higher for patients 

of the Meta-CDX2-High group compared to the patients of the Meta-CDX2-Low group (log 

rank p=0.015) as already shown by Dalerba et al7 (figure 1A). However, when considering the 

280 patients with stage II, III and IV CRC for whom the administration of a systemic 

chemotherapy was provided, no difference in DFS was observed between the Meta-CDX2-

High and Meta-CDX2-Low groups (log rank p=0.06) (figure 1B). Furthermore, within the 302 

patients in Meta-CDX2-High group with stage II, III and IV CRC for whom the information of 
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the administration systemic chemotherapy was provided, there was no DFS difference between 

those receiving chemotherapy (n=149) or not (n=153), log rank p=0.1 (figure 1C). 

These results confirm the prognostic role of CDX2 expression for patients affected with CRC, 

as low level of CDX2 expression negatively impacts DFS. However, in the subgroups of 

patients treated with chemotherapy, the beneficial effect of CDX2 expression on DFS seems 

lost and reciprocally.  

 

Impact of CDX2 on chemoresistance of CRC cells in vitro 

To confirm the hypothesis that CDX2 expression bestows tumors with increased 

chemoresistance, we first used human colon cancer Caco-2/TC7 cells that spontaneously 

differentiate and express CDX2 when reaching confluence11 (figure 2E). Caco-2/TC7 cells 

cultured for 1 (i.e. non-differentiated) and 11 (i.e. differentiated) days were compared. Eleven 

days-cultured Caco-2/TC7 cells were significantly more resistant to 5-FU treatment and 

combination of 5-FU+Oxaliplatin or 5-FU+ Irinotecan compared to 1 day Caco-2/TC7 cells 

(figure 2A). Treatments with Oxaliplatin and Irinotecan alone showed a trend toward the same 

results but without significant difference (figure 2A). Survival MTT assays were also performed 

on colon cancer HT29/TW6-CDX2 inducible cells4 in the presence or absence of CDX2 

expression (i.e. +/- doxycyclin). Cells expressing CDX2 were significantly more resistant to 

ranges of 5-FU doses (figure 2B). These cells also tended to be more resistant for protocols 

mixing co-treatments with 5-FU and oxaliplatin (figure 2C) but not for irinotecan (figure 2D). 

No change of 5-FU sensitivity was observed upon doxycyclin treatment in the HT29/TG8 

control clone4 that only expresses GFP (figure 2E) 

Thus, we showed here that CDX2 expression correlates with 5-FU chemoresistance in CRC 

cells.  
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Impact of CDX2 on ABC family transporters expression 

As ABCB1 was identified as a CDX2 target gene10, we first focused on one particular 

mechanism of chemoresistance, namely drug efflux through the ABC family transporters. 

Several members of this family were screened by RT-qPCR in HT29/TW6-CDX2 inducible 

(+/- doxycyclin) cells (figure 3A). Interestingly, besides ABCB1, the 5-FU transporter ABCC11 

was the only one whose expression was increased in the presence of CDX2 in HT29/TW6-

CDX2 inducible cells (figure 3A), whereas no change of ABCB1 and ABCC11 expression was 

observed in the HT29/TG8 control clone (figure 3B). Similar results were observed in two other 

colon cancer cellular models (figure 3C-D). Of note, increased expression of ABCC11 was 

maintained after 5-FU treatment (figure 3E). Up-regulation of ABCC11 also correlated with the 

presence of CDX2 in 3D-grown colonospheres (figures 3F-4A,) and subcutaneus tumors in 

nude mice (figures 3G-4B).  

To further confirm that ABCC11 expression depends on CDX2, we performed more direct gain 

and loss of function experiments. Transfection of a CDX2-expressing plasmid led to increased 

levels of ABCC11 transcripts in HCT116, SW480 and HEK 293 cell lines (figure 5A). On the 

contrary, silencing CDX2 with siRNA significantly decreased ABCC11 expression in SW480 

cells (figure 5B). Thus, CDX2 contributes to the expression of ABCC11 in colon cancer cells.  

 

Direct regulation of ABCC11 transcription by CDX2  

Examination of the genomic sequence in the vicinity of the ABCC11 locus revealed the 

presence of three consensus binding sites for CDX2. To check if CDX2 regulates the 

transcription of ABCC11 through these sites, we performed luciferase and chromatin 

immunoprecipitation assays.  

First, HCT116 cells were co-tranfected with luciferase reporters plasmids containing various 

lengths of promoter region (pABCC11-Luc S, M and L; figure 5C) and a CDX2-expressing 



 
 

 

92 

plasmid or not. The activity of these pABCC11-Luc reporters was stimulated by the presence 

of CDX2 (figure 5D). The activation level of the reporters decreased as their sizes increased, 

suggesting that the required transcription elements were contained within the 1-kilobase region 

and the presence of negative regulation elements between the 1-kb and 3.2-kb region (figure 

5D).  

Second, chromatin immunoprecipitation (ChIP) experiments were performed in HCT116 cells 

transfected of not with a CDX2-expressing plasmid. As shown in figure 5E, a DNA fragment 

containing the ABCC11 promoter region was specifically enriched in CDX2-

immunoprecipitated chromatin compared to input in the presence of CDX2. Similar results 

were obtained in HT29/TW6-CDX2 inducible (+/- doxycyclin) cells (figure 5E). 

Altogether, these data strongly indicate that CDX2 regulates the transcription of ABCC11 by 

direct interaction with its promoter. 

 

Correlation of CDX2 and ABCC11 expression in human healthy tissues and CRC 

To determine the expression pattern of ABCC11, we collected samples from human healthy 

tissues and analyzed them by RT-qPCR. Although weak, ABCC11 expression was detected all 

along the digestive tract and peaked in the colon. Furthermore, ABCC11 and CDX2 expression 

profiles along the digestive tract were similar enough to be compatible with a ABCC11 

regulation by CDX2 (figure 6A). 

Next, we collected samples from a local cohort of patients suffering from CRC and having 

undergone elective colorectal surgery. We computed clinical data and analyzed the samples by 

RT-qPCR and immunofluorescence. Patients were divided into 2 groups with significantly 

different CDX2 expression level (Local-CDX2-high group, n=12 and Local-CDX2-low group, 

n=26), according to RT-qPCR data. Both groups were comparable for basic clinical and 

pathological characteristics (Table 2), except for MSI status which, as expected from the 
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literature, tended to be more frequent in the Local-CDX2-low. As shown on figure 6B, a 

correlation between CDX2 and ABCC11 expressions in colon tumors was found: the expression 

of ABCC11 was significantly higher in the Local-CDX2-high group compared to the Local-

CDX2-low group (p<0.05). These data were confirmed by immunofluorescence on 

representative samples : the fluorescence signal was higher for ABCC11 (membranous 

staining) in samples from the Local-CDX2-high (figure 6C). Given that the local cohort seemed 

not representative (high proportion of CDX2-low), we sought to confirm this result on a larger 

cohort of patients. Thus, we analyzed the ABCC11 expression profile in the NCBI-GEO meta-

cohort of 1237 patients and observed a similar correlation between CDX2 and ABCC11 

expressions in CRC samples (figure 6D). 

Taken altogether, these data strengthen the proposal of ABCC11 being a new CDX2 target gene 

in the gut that persists upon CRC. 

 

Inhibition of ABCC11 in CDX2 overexpressing cells 

To study the contribution of ABCC11 to the 5-FU resistance induced by CDX2, we performed 

survival assays upon loss of function of ABCC11. 

MTT survival assays were performed on HT29/TW6-CDX2 inducible cells treated 48h with 5-

FU and cultured in presence or absence of doxycycline (CDX2 overexpression) and with or 

without an ABCC11 inhibitor (MK-571). As shown on figure 7A, 5-FU-sensitvity of 

HT29/TW6-CDX2 induced cells (i.e previously 5-FU resistant) was significantly restored to 

the level of the HT29/TW6-CDX2-non-induced cells upon MK-571 treatment. A similar trend 

was observed upon siRNA silencing of ABCC11 expression in HT29/TW6-CDX2 inducible 

cells (figure 7B). Thus, overexpression of the ABCC11 transporter, secondary to the presence 

of CDX2, may contribute to 5-FU resistance in CRC cells. 
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Other potential mechanisms of 5-FU-chemoresistance induced by CDX2 in CRC cells 

With the awareness that the overexpression of ABC transporters may not be the only 

mechanism implicated in the 5-FU chemoresistance of CRC cells, we performed RT-qPCR 

analyzes in HT29/TW6-CDX2 inducible cells in the presence or absence of doxycyclin 

evaluating various genes implicated in the 5-FU metabolism, apoptosis or the MMR DNA 

repair mechanism. We observed that CDX2 overexpression increased the levels of DPYD that 

encodes the dihydropyrimidine dehydrogenase, responsible for the 5-FU break down. The 

expression of the other screened genes (UMPS, TYMS, TYMP, MTHFR, BAX, Bcl2, MSH2 and 

RAD18) was not modified by CDX2 overexpression (figure 8A). 

We then compared the DPYD expression profile in the Meta-CDX2-High and Meta-CDX2-

Low groups and observed a correlation between CDX2 and DPYD expressions in CRC samples 

(figure 8B). 

 

Discussion 

Most CRC patients undergo systemic 5-FU-based chemotherapy but efficacy is often hampered 

by toxicity (leading to dose limitation and/or treatment discontinuation) and resistance 

mechanisms in tumor cells. To overcome these clinical issues, deciphering the molecular 

determinants involved in the inter-individual variability in drug response is necessary. Here, 

using a comprehensive translational approach, we provide evidence that the intestinal master 

gene CDX2 is associated with reduced efficacy of chemotherapy in CRC and controls the 

expression of genes involved in the efflux and catabolism of 5-FU metabolites.  

The role of CDX2 expression as an independent survival prognostic factor in CRC is 

exponentially emerging through the publication of several studies based on transcriptomic 

analyses. There is nowadays no doubt that the loss of CDX2 expression in CRC worsens 

patients’ prognosis and may be a determinant to propose systemic chemotherapy for stage II 
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and III diseases7,8,12. The loss of CDX2 correlates with colon cancer cells having a highly 

immature progenitor-cell phenotype and has been associated with several features of 

aggressiveness. The present study, based on a meta-analysis of 1237 patients, confirms these 

results, with significantly more right-sided and poorly differentiated tumors, K-RAS and B-

RAF mutated tumors in the CDX2-Low tumors group as already described6,13. However, this 

subgroup corresponds to a minority of patients (mean CDX2-Low tumors rate is 16% in Yuan 

et al. meta-analysis, range 5-50%)14 and most of CRC tumors express some level of CDX215,16.  

Paradoxically, we found that even if CDX2 expression correlates with better DFS rates, it is 

associated with lower response rates to systemic chemotherapy in CRC. Similarly, Yuan et al. 

showed by pooling 26 retrospective human that a high CDX2 level reflects a favorable 5-year 

OS for patients with gastric cancer, CRC and other cancer types such as ovarian and bilio-

pancreatic tract cancers14. However, CDX2 expression was not associated with the 

chemotherapeutic effects in solid malignancies, CRC included. Very recently, Bruun et al. also 

found that CDX2 expression does not correlate with benefit from systemic chemotherapy in 

CRC, as well as sensitivity to conventional chemotherapeutics in colon cancer cell lines9.On 

the contrary, a panel of CDX2-negative cell lines was significantly more sensitive to irinotecan 

and to a weaker extent (i.e. without statistical significance) to 5-FU and oxaliplatin. Using an 

inducible colon cancer cell model that prevents possible clonal bias and has been validated in 

vivo4, we more directly showed that the presence of CDX2 confers resistance towards 5-FU.  

 

At the molecular level, we identified two genes up-regulated by CDX2 that may contribute to 

5-FU chemoresistance. The first gene, ABCC11, encodes a member of the multidrug 

resistance-associated protein (MRP) family and suggests a mechanism of increased drug 

efflux. Previous studies indicated that CDX2 stimulates the expression of ABCB1, encoding 

Multidrug resistance 1 protein (MDR1), and thereby confers resistance to vincristine and 
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paclitaxel to colon cancer cells10. Interestingly, ABCC11 is able to transport the 5-FU active 

metabolite17, which in the cornerstone of actual CRC chemotherapy, and was shown to mediate 

5-FU chemoresistance in lung18 and breast19 cancer. Using gain/loss of function, ChIP and 

reporter gene assays, we showed that ABCC11 is a direct transcriptional target of CDX2. 

Yabuuchi et al reported that ABCC11 expression is increased in colon adenocarcinoma and we 

found a good correlation with CDX2 expression for tumors of our meta-cohort20. The role of 

ABCC11 in CRC has been poorly studied so far. Krizkova et al. recently showed that the DFS 

of 5-FU-treated patients for CRC after R0 resection was significantly modified by the ABCC11 

protein expression level21. However, low expression and presumably lower efflux was found in 

patients with poor DFS suggesting that this interaction is likely not functional in terms of 5-FU 

treatment. Curiously, the same team reported in a previous publication that ABCC11 transcript 

level was significantly lower in non-responders in comparison to responders for patients 

palliatively treated with 5-FU-based systemic chemotherapy for metastatic CRC22, but they 

observed the same results for DFS on patients who had R0 resection of primary CRC. However, 

in both studies, survival analyzes for DFS were performed on a small number of patients who 

all had R0 resection without distant metastasis and DFS definition was unconventional (i.e. not 

really evaluating chemotherapy response).  

Given the regulation of ABCC11 by CDX2 in CRC and the inherent tumors behavior previously 

cited, these results seem at the moment inconsistent with our findings. In addition, we showed 

that inhibition of ABCC11 activity nearly suppresses 5-FU resistance conferred by CDX2 

expression in colon cancer cells. However, as we were not able to correlate ABCC11 expression 

and response to chemotherapy in our meta-cohort of CRC patients, it is likely that other CDX2 

target genes are involved in this phenomenon. 

The second mechanism potentially implicated in 5-FU chemoresistance associated with CDX2 

was overexpression of the DPYD gene, coding for the dihydropyrimidine deshydrogenase 
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(DPD), which is the rate-limiting enzyme in the 5-FU catabolism. The mechanism of DPYD 

regulation by CDX2 is unknown and should be investigated. However, one may postulate a 

direct transcriptional regulation (as new target gene) and/or an indirect regulation through REG 

IV as proposed by Hu et al.23. Over 30 genetic polymorphisms have been described for the 

DPYD gene and DPD activity is highly heterogeneous among individuals. Interestingly, 

reduction or loss (i.e. 0.3% of the population) of DPD activity has been widely correlated with 

5-FU cytotoxicity24,25. Even if DPD is mostly active in the liver, positive expression has been 

identified in colon cancer cells26 and in 47.5% of CRC27. In addition, several studies indicate 

that DPD is a negative prognostic factor for survival and efficacy of 5-FU based regimens28–30. 

Thus, enhanced DPD activity upon CDX2 expression in colon cancer cells may contribute to 

their 5-FU resistance and should be demonstrated in future studies. 

 

On a more conceptual level, it seems counterintuitive that a gene antagonizing tumorigenesis 

would be implicated in chemoresistance. One may argue that CDX2 has dual functions and acts 

either as a tumor suppressor gene or as an oncogene31. Indeed, we and others have clearly 

established that CDX2 suppresses intestinal tumorigenesis2–4 but CDX2 acts as an oncogene in 

several others malignancies (esophagus, gastric, ovarian and leukemia)6,14,32. This versatility is 

still not clearly understood and might depend on the molecular context of the tumor cell and its 

microenvironment33. One may also hypothesize that the biological function of CDX2 is 

hijacked by colon cancer cells. Indeed, CDX2 is driving differentiation and stimulates the 

expression of multiples genes involved in the function of mature intestinal cells. As a barrier 

facing the content of the lumen, the colon epithelium plays a protective role, namely against 

xenobiotics. Therefore, stimulation of genes encoding ABC transporters (i.e ABCB1, ABCC7 

and ABCC11) by CDX2 may reflect its role in intestinal differentiation10,34. Similarly, as 

differentiated cells do not proliferate, pyrimidine bases may no longer be required for DNA 
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synthesis and need to be catabolized through increased DPD expression. Accordingly, Emmink 

et al. showed that, within colonospheres, the peripherical differentiated cells expressed MDR1 

and protected colonospheres from irinotecan whereas undifferentiated cells, at the center of the 

colonospheres, were responsible for tumor progression35. Thus, expression of CDX2 may 

provide to genetically-altered colon cancer cells some of the functional attributes that reduce 

the efficacy of chemotherapy. 

From a clinical point of view, our data suggest several new avenues of research. First, based on 

our results and the ones from other recent studies, CDX2 may be a useful markers for predicting 

drug resistance in CRC and guide therapeutic regimen toward the best drug’s sensitivity, 

avoiding so side effects of potentially inefficient chemotherapy. Of note, CDX2 expression 

profile seems concordant between primary CRC and corresponding liver metastases suggesting 

the same chemosensitivity between both sites15,36. Furthermore, pre-therapeutic screening of 

DPD activity, using liquid chromatography measures of the dihydrouracil/uracil ratio (UH2/U) 

in plasma37, will provide valuable information concerning both toxicity and efficacity of 5-FU 

based treatment and allow to adjust the dosage for each patient. Of note, different 

pharmacological DPD inhibitors such as gimeracil and eniluracil have been added to oral 5-FU 

formulations to improve 5-FU bioavailability38–40 and evaluation of individual DPD activity 

will be informative for the use of these inhibitors. Finally, even if ABC inhibitors have proven 

inefficient so far41,42, targeting ABC transporters may still be rational to bypass this type of 

chemoresistance mechanism. For instance, ABCC11 inhibitors may be developed and 

evaluated in combination with 5-FU based regimens in randomized clinical trials.  

Our study may present some limitations. Since the high number of missing clinical data in the 

NCBI-GEO meta-cohort, the results should be interpreted with cautiousness. OS data were not 

usable and the impact of CDX2 on OS is still uncertain. Furthermore, the contribution of 
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ABCC11 and DPD in 5-FU chemoresistance of colon cancer cells need to be further 

investigated. However, through this translational approach with several molecular models, we 

report convincing results that CDX2 seems implicated in the chemoresistance of CRC. We 

identified ABCC11 and DPYD as molecular relays of CDX2 whose overexpression, secondary 

to the presence of CDX2, may contribute to the 5-FU chemoresistance in CRC. 
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Material and methods 

Cell lines 

All cell lines were routinely tested for mycoplasma by PCR and were within 20 passages when 

used for the experiments. Human colon adenocarcinoma Caco-2/TC7 cells43 were maintained 

in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, D. Dutscher) supplemented with heat-

inactivated Fetal Bovine Serum (FBS, 20%, Gibco), essential amino-acids (1%, Gibco) and 

antibiotics. Human colon adenocarcinoma HCT116, SW480 cells (ATCC) and embryonic 

kidney HEK293 (ATCC) were grown in DMEM supplemented with FBS (10%) and antibiotics. 

HT29-CDX2 inducible cells (clone TW6) and control cells (clone TG8) generated from human 

colon adenocarcinoma HT29-16E/TR cells as described elsewhere4, are stably modified to 

express CDX2 and/or GFP upon addition of doxycycline (1µg/ml, Sigma-Aldrich) to the 

culture medium; they were maintained in DMEM supplemented with FBS (10%), blasticidin 

(5 µg/ml, Gibco) and zeocin (100 µg/ml, Gibco). Control and CDX2-expressing HCT116 
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stables cell lines were established upon transfection of HCT116 cells with pCB6 (clone HC1) 

or pCB6-FLAG2-mCDX2 WT (clone HW2) as previously described44; they were maintained 

in DMEM supplemented with FBS (10%), G-418 (1 mg/ml, Gibco) and antibiotics. 

 

Colonosphere and tumor formation  

For colonospheres, HT29-CDX2 inducible cells (clone TW6) were seeded at 1000 cells/well in 

6-well Ultra Low Attachment plates (Corning) and maintained during at least 15 days in 

DMEM/F12 medium (Invitrogen) supplemented with B-27 supplement (2%, Gibco), 

Epidermal Growth Factor (20 ng/ml, Sigma-Aldrich), Fibroblast Growth Factor (10 ng/ml, 

Peprotech), L-glutamine (1%, Gibco) and antibiotics in the absence or presence of doxycycline 

(1µg/ml).  

For xenografts, HT29-CDX2 inducible cells (clone TW6) were subcutaneously injected (2.106 

cells in 100 µl/injection point) in nu/nu mice (Elevage Janvier) as described11. Induction of 

CDX2 was performed by adding doxycycline (400µg/mL) in the drinking water. After 6 weeks, 

mice were sacrificed and tumors were analyzed. 

 

Cytotoxicity assays 

For HT29-CDX2 inducible cells (clone TW6) and control cells (clone TG8), seeding at 10000 

cells/well in 96-well plates was performed on day 1 and addition or not of doxycycline to the 

culture medium occurred on day 2. Treatment with ranges of doses of 5-FU (Sigma-Aldrich), 

oxaliplatin (Teva Santé) and Irinotecan (Sigma-Aldrich) or vehicule was started on day 3 and 

amounts of live cells were evaluated 48 h later by performing MTT assays (Sigma-Aldrich). 

ABCC11 activity was reduced by either adding MK571 (50 µM, Sigma-Aldrich) to the culture 

medium or transfecting the cells with a pool of siRNA at day 2 (see transfection procedure 

below).  
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For Caco2/TC7 cells, the so-called “11-days cells” were initially seeded at 500000 cells/well 

in 6-well plates and maintained during 11 days. The the so-called “1-day cells” were seeded 

with 5.106 cells/well in 6-well plates. Caco2/TC7 cells were treated at day 1 or 11 at IC50 doses 

of 5-FU, oxaliplatin, irinotecan alone and in association. After 72h of treatment, cells were 

harvested and manually counted. 

 

Plasmids and small interfering RNA transfections 

HCT116, HEK and SW480 were seeded at day 1 with 500000 cells/well in 6-well plates. Cells 

were transfected at day 2 with 1 µg of pFLAG-hCDX211 using the JetPrime transfection reagent 

(Polyplus Transfection) according to the recommendations of the supplier. After 48h of 

transfection, cells were harvested and analyzed by RT-qPCR (see procedures below). 

For siRNA@CDX2 experiments, SW480 cells were seeded at day 1 with 500000 cells/well in 

6-well plates and transfected at day 2 with 1 nM of stealth siRNA duplex oligoribonucleotides 

CDX2HSS141546 (siRNA@CDX2 546, Invitrogen) or low GC Duplex #2 as negative control 

(Invitrogen). After 48h of transfection, cells were harvested and analyzed by RT-qPCR (see 

procedures below). 

For siRNA@ABCC11 experiments, CDX2-expressing HT-29/TW6 cells were seeded at day 1 

with 10000 cells/well in 96-well plates. On day 2, cells were transfected with 10 nM of 

ABCC11 (ON-TARGETplus ABCC11 siRNA, Dharmacon) or control siRNA (ON-

TARGETplus Non-targeting Pool, Dharmacon) during 24h and CDX2 was induced by adding 

doxycycline to the culture medium. Cells were treated with ranges of 5-FU doses at day 3 during 

48h and MTT assays were performed at day 5. 

All siRNA duplexes were transfected with Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen). 
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Luciferase reporter gene assays 

To obtain pABCC11-Luc constructs, a 3.2, a 2.5 and a 1kb DNA fragments were generated by 

PCR using HT29 cells genomic DNA, the PCRx Enhancer System (Invitrogen) and ABCC11-

promoter specific forward (F) and reverse (R) primers (3.2 kb F: TTT CTC TAT CGA TAG 

GTA CCT CAT ACT ATA GCT GAA AGG TGA GA; 2.5 kb F: TTT CTC TAT CGA TAG 

GTA CCT GTT CAT ACT GCC TCA TGA CAA TCA ; 1 kb : TTT CTC TAT CGA TAG 

GTA CCT GCA TGC CAT CAT ACC CAG CCT CA; R all 3: GAT CGCAGA TCT CGA 

TGT CGA TGC CAC GAT TCA CGA). The PCR products were inserted into KpnI and XhoI 

of pGL3-basic (Promega) with the « In Fusion HD » cloning kit (Clontech). Each new construct 

was checked by sequencing (GATC Biotech).  

HCT116 (0.5x106) cells were co-transfected with 700 ng of pABCC11-Luc, 400 ng of pFLAG-

hCDX211 and 35 ng of pRL-null (Promega) using JetPEI (Polyplus Transfection). Luciferase 

activity was performed with the Dual-Luciferase Reporter Assay (Promega) as described4. Data 

presented correspond to a representative experiment performed in triplicate  

 

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) 

ChIP experiments were performed as previously described11 using either transfected HCT116 

cells (pFlag-CMV2 vs pFlag-hCDX2 plasmid) or HT29-CDX2 inducible cells (+/- 

doxycycline). After 48h, transfected cells were fixed with 1% (v/v) formaldehyde for 10 min at 

room temperature and quenched with 0.125 M Glycine for 5 min. ChIP experiments were 

carried out using the Magna ChIP™ G Chromatin Immunoprecipitation kit as advised by the 

supplier (Millipore). Sheared crosslinked chromatin from ~ 106 cells was incubated overnight 

at 4°C with 1 µg of normal mouse IgG (Santa Cruz Biotech), or anti-CDX2 (clone 88, Biogenex) 

antibody. Inputs were used as references and correspond to non-immunoprecipitated sheared 

crosslinked chromatin from ~ 105 cells (1%). qPCR analyses were performed with Power 
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SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) as recommended, using 1/100th of 

purified DNA as template and primers located in the promoter region of either ABCC11 (F: 

CAT TCT TCA TTT ATT GAG CAC CTG; R: TGC TTT CCT CGC TGT TGA AT, 

Invitrogen), CDH17 (F: TGT CTT TCC TCA TGT CTT CTG AGT; R: GCG CCA TGT CTG 

AGC AAT, Invitrogen) or SI (F: GGC TGG TAA GGG TGC AAT AA ; R : GCC TGT TCT 

CTT TGC TAT GTT G, Invitrogen). Enrichments relative to inputs were calculated according 

to the formula % input= 2(Ct input-6.64-Ct ChIP) x 100. 

 

RNA extraction and RT-qPCR 

Total RNA was extracted using TRI Reagent (Molecular Research Center). For tissues, the 

Precellys24 homogenizer (Bertin Technologies) was used according to the manufacturer 

protocol before extraction. cDNA synthesis (RT) was performed with 2 µg of RNA with either 

the High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, cell samples) or the 

Cloned AMV Reverse Transcriptase kit (Invitrogen, tissue samples) according to the suppliers’ 

recommendations. Quantitative PCR (qPCR) reactions were performed in technical duplicates 

with diluted cDNAs (5x), FastStart universal Probe Master-Rox (Roche) and gene-specific 

TaqMan probe and primers sets (TaqMan Gene Expression Assays, Applied Biosystems, Table 

3) on a 7500 real-time PCR System (Applied Biosystems). Analyzes of the results were 

performed with the 7500 software v2.0.1 (Applied Biosystems) using a ΔCt or a relative ΔΔCt 

quantification method. B2M (tissue samples) or TBP (cell samples) were used as reference 

genes. 

 

Immunoblot analysis 

Cells were rinsed with cold PBS, scraped in NP-40 lysis buffer (50 mM Tris pH 8, 150 mM 

NaCl, 2 % NP-40) containing CompleteTM protease inhibitors (Roche) and extracts were 
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precleared by centrifugation after 10 min. Protein concentrations were measured using Bio-Rad 

Protein Assay. 20 µg of proteins were separated by SDS-PAGE and transferred to 0.2 µm 

Hybond P PVDF membranes (Amersham). Membranes were saturated at room temperature 

(RT) for 45 min in PBS containing 1 % BSA and incubated at 4 °C overnight with one of the 

following primary mouse monoclonal antibodies: Cdx2 (Biogenex; 1/5000) or Actin (clone C4, 

Chemicon; 1/15 000). For the detection, peroxidase-conjugated sheep anti-mouse IgG 

antiserum (Amersham; 1/5000) were used at RT for 45 min. Finally, the membranes were 

developed using ECL (Amersham). ReBlot Plus Strong Antibody Stripping Solution 

(Chemicon) was used as recommended to strip the membranes. 

 

Immunofluorescence 

Immunofluorescence was performed on dried and fixed (4% PFA, 15 min) frozen sections. 

After antigen-retrieval (10 min in 10mM Sodium citrate pH6), sections were blocked (5% NGS-

0.1% Triton-PBS, 1h at room temperature), incubated O/N at 4°C with diluted primary 

antibodies (1/250e anti-ABCC11 H-215 or S-19 from Santa Cruz Biotech and 1/5000e anti-

CDX2 from Biogenex), washed 3 times for 5 min with 0.1% Triton-PBS, incubated 1h at RT 

with diluted secondary antibodies (1/500e Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG, Invitrogen), 

stained for DAPI (1/20000e for 15 min at RT, Sigma-Aldrich) and mounted with FluorSave 

Reagent (Millipore). Imaging was based on optical sectioning using the ApoTome system 

(Zeiss) and the ImageJ software. 

 

Human tissue samples  

Frozen tissue samples, mostly originating from the General and Digestive Surgery Department 

(Hautepierre Hospital, Strasbourg, France), were obtained through the Biological Ressources 

Center (Strasbourg University Hospital, France). They included 61 healthy tissue samples from 
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different parts of the digestive tract (stomach n=5, duodenum n=5, jejunum n= 1, ileum n =5, 

colon n= 40, rectum n=5) and 38 CRC samples (i.e. the so-called local cohort). All patient gave 

their written informed consent for the analyses of their clinical and biological data. The database 

complies with applicable local regulations and ethical principles (Declaration of Helsinki, 

Fortaleza 2013) related to data processing, files and personal freedom and privacy. For each 

patient, the following data were extracted: gender, age, WHO performance status, BMI, TNM 

stage and histopathological characteristics.  

 

CRC Patients Gene Expression Datasets 

12 publicly available CRC gene expression datasets (listed in table 4), annotated or not with 

survival and clinical information, were selected in the Gene Expression Omnibus at NCBI for 

their similar analyses features: all of them were obtained using the Affymetrix plaform GPL 

570 Human Genome U133 Plus 2.0 Array and analyzed with a Robust Multi Array analysis 

(RMA) algorythms45,46. 20 others screened gene expression datasets were excluded from the 

pooling as they did not met the previous criteria. Raw data were extracted and, in order to 

remove biases due to data having been collected in different centers, we computed z-score for 

each data before merging them into a meta-cohort.  

 

Statistical analyses on CRC patients 

The 1237 patients of the meta-cohort and the 38 patients of the local cohort were classified in 

2 groups (Meta/Local-CDX2-High or Meta/Local-CDX2-Low) according to the level 

expression of CDX2 determined by a Ward’s method (hierarchical cluster analysis) with 

XLSTAT software (Addinsoft, France). Continuous variables are presented as numbers (with 

percentage), the mean (+/- standard deviation) or median (with range). Groups were compared 

using the Chi-squared and Fisher's exact tests when appropriate for categorical variables, 
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whereas Mann-Whitney tests were used for continuous variables. When available, disease free 

survival (DFS) and overall survival (OS) analyzes were performed on the pooled population 

using the Kaplan-Meier method and compared using the log-rank test with XLSTAT software. 
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Figure 1. Loss beneficial effect of CDX2 expression on DFS.
Disease-free survival curves in the NCBI-GEO meta-cohort comparing (A) all patients for whom survival data were
available, (B) patients with stage II, III and IV CRC for whom the administration of a systemic chemotherapy was provided,
according to the expression level of CDX2 (Meta-CDX2-High vs meta-CDX2 Low groups) and (C) patients of the Meta-
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Figure 2. Impact of CDX2 on chemoresistance of CRC cells in vitro
Survival assays of (A) Caco2/TC7 cells cultured for 1 (undifferentiated) and 11 days (differentiated) and treated during 48h with different
chemotherapy regimens and HT-29/TW6 cells cultured 24h in the presence or absence of CDX2 (+/- doxycycline) and treated during 48h
with (B) ranges of 5-FU doses, (C) FOLFOX-type regimen, (D) FOLFIRI-type regimen and (E) HT29/TG8 control clone (+/- doxycycline)
treated during 48h with ranges of 5-FU doses. (F) Western blot analyzing CDX2 protein in Caco2/TC7 cells cultured for 1 and 11 days and
HT-29/TW6 cells (+/-Dox). d days, * p-value < 0.05, ns not significant, Dox doxycycline, @ antibody.
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Figure 3. Impact of CDX2 on ABC family transporters expression
Results of ABC transporters expression evaluated by RTqPCR in (A) HT29/TW6-CDX2 inducible cells in the presence or absence of
CDX2 (+/- doxycyclin), (B) HT29/TG8 respective control clone, (C) Caco2/TC7 cells cultered after 1 and 11 days, (D) control (clone
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tumors in nude mice in the presence or absence of CDX2 (+/- doxycyclin). d days, 5-FU 5-fluorouracile, Dox doxycycline.
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A

B

Figure 4. Impact of CDX2 on ABCC11 expression
Detection of CDX2 and ABCC11 by immunofluorescence in (A) HT29/TW6-based
colonospheres and (B) HT-29/TW6 subcutaneous tumors of nude mice in the presence and
absence of CDX2 (+/- doxycycline). Dox doxycycline, @ antibody.
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Figure 5. Direct regulation of ABCC11 transcription by CDX2
Evaluation of ABCC11 and CDX2 expression by RT-qPCR in (A) three cell lines transfected with pCDX2 (+) or control plasmid (-)
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Figure 7. Inhibition of ABCC11 in CDX2 overexpressing cells
MTT assays on (A) HT-29/TW6 cells cultured 24h in the presence and absence of CDX2 (+/- doxycycline)
and treated during 48h with ranges of 5-FU and the ABCC11 inhibitor MK-571 and (B) HT-29/TW6 cells
cultured 24h in the presence and absence of CDX2 (+/- doxycycline) and transfected with a control (si-Ct)
or ABCC11-silencing (si@ABCC11) siRNA and treated during 48h with ranges of 5-FU. TW6+dox or si-
Ct+dox cells were statistically compared to TW6+dox+MK571 or si@ABCC11 + dox cells, respectively. p
p-value, dox doxycyclin, Ct control, si small interfering RNA



 
 

 

114 

 

 

A

B

-2

-1

0

1

2

3

4

CDX2
Low

CDX2 
High

DPYD

p < 0.001

G
en

e 
ex

pr
es

si
on

 
(M

ea
n

z-
sc

or
e,

 lo
g2

 sc
al

e)
 

0

1

2

3

4

5

6

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
ex

pr
es

si
on

control UMPS TYMS DYPD BAX TYMP MSH2 Bcl-2

- CDX2 + CDX2

MTHFR RAD18
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Tables 

Table 1. Available clinical data in the NCBI-GEO meta-cohort 

  
  

Total 
n=1237 

Meta-CDX2 Low 
n=440 

Meta- CDX2 High 
n=797 

 
p-value 

Gender  
Male 
Female 
unknown 

 
497 (53) 
433 (47) 
307  

  
214 (54) 
181 (46) 
45  

  
283 (53) 
252 (47) 
262  

0.69 

Mean Age (years) 65.8 (22-97) 66.6 (22-93) 65.1 (29-96) 0.21 
Side 
Proximal 
Distal 
Unknown 

 
317 (41) 
451 (59) 
469 

  
189 (53) 
167 (47) 
84  

  
128 (31) 
284 (69) 
385  

<0.001 

UICC Tumor stage 
0 
1 
2 
3 
4 
unknown 

 
1  
87 (9) 
383 (39) 
324 (33) 
193 (20) 
251  

  
0  
25 (6) 
158 (40) 
146 (37) 
66 (17) 
49  

  
1  
66 (11) 
225 (38) 
176 (29.5) 
127 (21.5) 
202  

0.006 

Differentiation 
Well 
Moderate 
Poor 
unknown 

 
18 (8) 
166 (78) 
30 (14) 
1024 

  
2 (13) 
12 (52) 
9 (35) 
417 

  
15 (8) 
154 (81) 
21 (11) 
607  

0.001 

Molecular features 
KRAS mutation 
Yes 
No 
Unknown 
BRAF mutation 
Yes 
No 
Unknown 

 
 
276 (41) 
402 (59) 
560  
 
65 (10) 
579 (90) 
593 

 
 
159 (44) 
199 (56) 
82 
 
59 (18) 
277 (82) 
104  

 
 
117 (37) 
202 (63) 
478  
 
6 (2) 
302 (98) 
489  

 
0.04 
 
 
 
0.001 

Phenotype 
MSS 
MSI 
Unknown 

 
554 (85) 
96 (15) 
587 

  
267 (79) 
70 (21) 
103  

  
287 (92) 
26 (8) 
484  

0.001 

Results are presented as numbers (unless specified) and proportion are into brackets. 
UICC: Union for International Cancer Control, MSS : Microsatellite Stable, MSI : microsatellite instability 

 

 

 

 



 
 

 

116 

Table 2. Clinical and pathological characteristics of patients including the local cohort 

  
  

Local-CDX2 Low 
n=12 

Local-CDX2 High 
n=26 

 
p-value 

Gender  
Male 
Female 

  
7 (58) 
5 (42) 

  
13 (50) 
13 (50) 

0.63 

Mean Age (years) 69.6 (55-81) 63.5 (32-91) 0.10 
WHO performance status 
0-1 
≥ 2 
Unknown 

  
11 (92) 
1 (8) 
0 

  
23 (88) 
2 (8) 
1 

1 

Mean BMI (kg/m2) 27.1 29.9 0.25 
Site 
Right 
Left 

  
5 (42) 
7 (58) 

  
16 (62) 
10 (31) 

0.25 

Tumor stage (T) 
T1 
T2 
T3 
T4 

  
0 
2 (17) 
9 (75) 
1 (8) 

  
0  
3 (12) 
18 (69) 
5 (19) 

0.74 

Node stage (N) 
N0 
N1 
N2 

  
9 (75) 
2 (17) 
1 (8) 

  
11 
5 
10 

0.11 

Synchronous metastasis 2 (17) 6 (23) 1 
Liver 
Peritoneum 

2 
2 

3 
3 

 

Differentiation 
Well 
Moderate 
Poor 
Mucinous 
unknown 

  
1 (8) 
8 (67) 
0 
2 (17) 
1 

  
4 (15) 
12 (46) 
1 
8 (31) 
1 

0.73 

Phenotype 
MSS 
MSI 
Unknown 

  
9 (75) 
2 (16) 
1 

  
11 (42) 
11 (42) 
4 

0.07 

Results are presented as numbers (unless specified) and proportion are into brackets. 
BMI: Body mass index, WHO: World health organization, MSS : Microsatellite Stable, MSI : microsatellite instability 
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Table 3. List of the Taqman probes used for RT-qPCR experiments. 

Gene Catalogue number 
ABCB1 Hs00184500_m1 
ABCC1 Hs00219905_m1 
ABCC4 Hs00988717_m1 
ABCC5 Hs00981087_m1  
ABCC10 Hs00375701_m1 
ABCC11 Hs01090768_m1 
ABCG2 Hs01053790_m1 
CDX2 (Caudal type homeobox 2) Hs00230919_m1  
CDX2 (Caudal type homeobox 2) Mm00432449_m1 
BCL2 Hs00608023_m1 
B2M Hs00187842_m1 
TBP (TATA Binding Protein) Hs00427620_m1 
UMPS Hs00923517_m1  
RAD18 Hs00892551_m1  
BAX Hs00180269_m1 
MTHFR Hs01114487_m1  
MSH2 Hs00953527_m1 
DPYD Hs01115750_m1  
TYMS Hs00426586_m1  
TYMP Hs00157317_m1  
SI (Sucrase-Isomaltase) Hs00356112_m1 
CDH17 (LI-Cadherin) Hs00184865_m1 
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Table 4. List of the NCBI-GEO datasets included into the meta-cohort 

NCBI-GEO dataset N Pubmed ID Reference 

GSE35896 62 PMID: 23272949 Schlincker et al., BMC Med. Genomics, 2012 

GSE17536 177 PMID:19914252 Smith et al., Gastroenterology, 2010 

GSE17537 55 PMID:19914252 Smith et al., Gastroenterology, 2010 

GSE39582 566 PMID: 23700391 Marisa et al., PLoS Med., 2013 

GSE71222 152 PMID: 26499327 Takahashi et al., BMC cancer, 2015 

GSE39084 70 PMID: 25083765 Kirzin et al., PLoS One, 2014 

GSE54483 11 PMID: 25375918 Martinez-Garcia et al., Nat Med., 2014 

GSE5275 37 PMID: 25730906 Estevez-Garcia, Oncotarget, 2015 

GSE62080 21 PMID: 17327601 Del Rio, J Clin Oncol., 2007 

GSE3232 17 PMID: 22399497 Khamas et al., Cancer Genomics Proteomics, 2012 

GSE62932 64 PMID: 27176004 Chen et al. PloS One 2016 

GSE23194 5 No ID No reference 
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 Projet II : Chimiorésistance induite par les dérivés organométalliques  

Comme les dérivés de platine, les dérivés du ruthénium (RDC) et de l’osmium (ODC) ont une 

activité cytotoxique élevée et pourraient être de nouveaux outils thérapeutiques pour traiter les 

cancers. Toutefois, le développement de ces molécules souffre du manque d’informations quant 

à leur mode d’action. De plus, bien qu’une grande variété de RDC ait été synthétisée, les 

déterminants physico-chimiques nécessaires à leur activité cytotoxique sont encore mal connus. 

Le laboratoire a donc réalisé une comparaison systématique de 4 composés à base d’osmium 

(ODC2 et ODC3) ou de ruthénium (RDC11 et RDC34) qui présentent des caractéristiques 

physico-chimiques distinctes. L’impact de ces molécules sur la survie cellulaire, l’apoptose, le 

cycle cellulaire, la croissance tumorale, le potentiel redox, la production de ROS a été évalué. 

J’ai participé à cette étude en analysant la capacité de certains de ces composés à induire des 

mécanismes de chimiorésistance via les transporteurs de la famille ABC dans des modèles de 

cancers digestifs et gastriques. 

 

3.2.1. Résumé des résultats obtenus 

3.2.1.1. Effets des dérivés organométalliques sur des lignées cellulaires de cancer 

colique 

L’analyse par RT-qPCR de l’expression de différents membres de la famille ABC dans des 

cellules cancéreuses coliques HT-29 (figure 25) et SW480 (figure 26) traitées avec de l’ODC-

2 et du RDC-11 n’est pas en faveur de mécanismes de résistance liés à ces transporteurs. En 

effet, seule l’expression d’ABCC11 semble légèrement stimulée après traitement des cellules 

HT-29 avec de l’ODC-2 (IC 50 : 1 µM).  
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Figure 23 : Expression des transporteurs ABC dans la lignée HT-29 

RTqPCR réalisée après 48h de traitement par RDC-11 ou ODC-2 
(Ct : expression du gène considéré dans les cellules non traitées) 

 

 

 

 

Figure 24 : Expression des transporteurs ABC dans la lignée SW480 

RTqPCR réalisée après 48h de traitement par RDC-11 ou ODC-2 
(Ct : expression du gène considéré dans les cellules non traitées) 

 

 



 
 

 

126 

En revanche, dans les cellules HCT116 (figure 27), l’expression des transporteurs ABCG2 (voir 

publication chapitre 3-2-2, figure S4a), ABCC11 et ABCB1 est légèrement augmentée dans les 

cellules traitées avec le RDC-11 (1 µM), suggérant l’implication potentielle de ce mécanisme 

dans la résistance aux dérivés organométalliques. Cependant, cette stimulation reste faible et 

n’est pas retrouvée dans d’autres lignées de cancer colique (HT-29/TW6 et Caco2/TC7) 

(figures 28 et 29). 

 

 

Figure 25 : Expression des transporteurs ABC dans la lignée HCT116 

RT-qPCR réalisée après 48h de traitement par RDC-11 ou ODC-2 
(Ct : expression du gène considéré dans les cellules non traitées) 

 

 

De plus, l’expression accrue de certaines molécules d’efflux (ABCB1, ABCG2 ou ABCC11) en 

présence de CDX2 (voir projet 1) dans les lignées Caco2/TC7 (différenciation spontanée) ou 

HT-29/TW6 (induction par la doxycycline) est maintenue, voire diminuée, par le traitement des 

cellules avec du RDC-11 (figures 28 et 29).  
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Figure 26 : Expression des transporteurs ABC dans la lignée HT-29/TW6 

RTqPCR réalisée après 48h de traitement par RDC-11 (IC30, 0,5 µM) et 72h 
d’induction des transporteurs ABCB1 et ABCC11 (via Cdx2) par ajout de 
doxycycline (dox, 1µg/ml) dans le milieu de culture. 

 

 

 

 

Figure 27 : Expression des transporteurs ABC dans la lignée Caco2/TC7 

RT-qPCR réalisée après 48h de traitement par RDC-11 (IC50, 20 µM) et 
induction des transporteurs ABCG2 et ABCC11 par différenciation spontanée 
(11j) comparée à des cellules moins différenciées (1j) 

 

 

Pour aborder le rôle des transporteurs ABC de manière plus fonctionnelle, j’ai ensuite utilisé 

des inhibiteurs pharmacologiques (ABCB1 / ABCC1 : vérapamil, 5 µM ; ABCC11 : MK571, 
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25 µM). J’ai réalisé des tests de survie (MTT) sur des cellules HT29/TW6 traitées à la 

doxycycline car ceci permet d’induire l’expression de CDX2 et d’accroitre l’expression 

d’ABCB1 et ABCC11 (voir projet 1). Les résultats obtenus montrent que le verapamil restaure 

en partie la sensibilité des cellules HT29/TW6 à l’ODC-2 (figure 30 haut), contrairement à 

l’ODC-3 (figure 31 haut). Le MK571 (figures 30 bas et 31 bas) ne permet pas de restaurer la 

sensibilité des cellules HT29/TW6 aux deux ODC. Le verapamil n’a pas non plus d’effet sur la 

survie de cellules HCT116 traitées à l’ODC-2 (voir publication chapitre 3-2-2, figure S4).  

 

 

 
 

Figure 30 : Test de survie après traitement par ODC-2 (lignée HT-29/TW6) 

MTT réalisé après 48h de traitement par l’ODC-2 et 72h d’induction des 
transporteurs ABCB1 et ABCC11 (via Cdx2) ajout de doxycycline (dox, 1µg/ml) 
dans le milieu de culture et en présence d’inhibiteurs de ces transporteurs 
(verapamil 5 µM et MK571 25 µM) 
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Figure 31 : Test de survie après traitement par ODC-3 (lignée HT-29/TW6) 

MTT réalisé après 48h de traitement par l’ODC-3 induction des transporteurs 
ABCB1 et ABCC11 (via Cdx2) ajout de doxycycline (dox, 1µg/ml) dans le milieu de 
culture et en présence d’inhibiteurs de ces transporteurs (verapamil 5 µM et MK571 
25 µM) 

 

 

L’ensemble de ces résultats indique que le RDC-11, l’ODC-2 et l’ODC-3 ont des effets 

légèrement différents selon les lignées sur l’expression des molécules d’efflux, mais n’induisent 



 
 

 

130 

pas une forte expression de ces molécules. Contrairement à l’ODC-3, l’ODC-2 semble sensible 

à la résistante induite par ABCB1 et ABCC11 dans les cellules HT29.  

Plus globalement, cette étude a permis de mettre en exergue le lien entre la cytotoxicité, 

l’altération du potentiel redox et la production de ROS des dérivés testés. Un article, où je suis 

en position de 2ème auteur, a été soumis pour publication une première fois (JACS, IF 13,8), 

mais n’ayant pas été accepté doit être soumis à un autre journal. 

 

3.2.1.2. Effets des dérivés organométalliques sur des lignées cellulaires de cancer 

gastrique 

 Impact des dérivés organométalliques sur la survie des cellules 

cancéreuses gastriques 

J’ai dans un premier temps réalisé des manipulations préliminaires afin de déterminer l’IC50 

de différentes drogues (notamment celles utilisées classiquement en pratique clinique dans les 

cancers gastriques) sur des lignées cancéreuses gastriques AGS et Kato III après 48h de 

traitement. Les tests répétés de survie par MTT avec du 5-FU, de l’oxaliplatine, du cisplatine, 

de l’épirubicine et du RDC-11 ont permis de déterminer les IC50 suivantes : 

 

 Lignées 

 AGS Kato III 

Cytotoxiques   

5-FU 50 µM 15 µM 

Oxaliplatine 4 µg/mL 2 µg/mL 

Cisplatine 25 µM 20 µM 

Epirubicine 0,15 µg/mL 0,10 µg/mL 

RDC-11 2 µM Non réalisé 
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 Impact des dérivés organométalliques sur l’expression de 

molécules d’efflux 

Dans un second temps, j’ai examiné par RT-qPCR l’expression de molécules d’efflux dans les 

cellules AGS et Kato III traitées ou non à l’IC50 de certaines des drogues précédemment testées. 

L’oxaliplatine et le 5-FU ne semblent pas stimuler de façon importante l’expression des 

transporteurs ABCB1, ABCC1, ABCC10, ABCC4 et ABCC5 dans les cellules AGS (figure 32 

haut) et Kato III (figure 33). En revanche, l’expression d’ABCG2 est fortement diminuée 

(figures 32 haut et 33). Le 5-FU induit une légère augmentation de l’expression d’ABCC11 

dans les 2 lignées cellulaires. De façon intéressante, le traitement de cellules AGS par le RDC-

11 ne semble pas non plus stimuler l’expression des molécules d’efflux testées (figure 32 bas). 

En revanche, l’épirubicine induit massivement l’expression des transporteurs ABCB1 (x35), 

ABCC11 (x37) et ABCG2 (x15) dans la lignée AGS et également, mais dans une moindre 

mesure, celle des transporteurs ABCB1 et ABCG2 dans la lignée Kato III (figure 34). 

L’ensemble de ces données suggère que le RDC-11, comparé aux autres drogues classiquement 

utilisées dans le traitement des cancers gastriques, semble avoir un effet cytotoxique important 

et n’induit pas de mécanisme de résistance type efflux par les transporteurs de la famille. 

 

Ces résultats pourraient servir de base à une meilleure compréhension des mécanismes de 

résistance à la chimiothérapie dans les cancers gastriques. 
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Figure 32 : Expression des transporteurs ABC dans la lignée AGS 

RT-qPCR réalisée après 48h de traitement par l’IC50 de l’oxaliplatine 
(4 µg/mL), du 5-Fluorouracile (5-FU, 50 µM) et du RDC-11 (2 µM)). 
(Control : expression du gène considéré dans les cellules non traitées) 
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Figure 33 : Expression des transporteurs ABC dans la lignée Kato III 

RTqPCR réalisée après 48h de traitement par l’IC50 de l’oxaliplatine (2 µg/mL) 
et du 5-Fluorouracile (5-FU, 50 µM). 
(Control : expression du gène considéré dans les cellules non traitées) 

 

 

 

Figure 34 : Expression des transporteurs ABC dans les lignées AGS 

et Kato III en présence d’épirubicine 

RTqPCR réalisée après 48h de traitement par l’IC50 l’épirubicine (AGS: 
0,15 µg/mL, Kato III: 0,10 µg/mL). 
(Control : expression du gène considéré dans les cellules non traitées)  
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3.2.2. Article associé 
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4. DISCUSSION, PERSPECTIVES ET CONCLUSION GENERALE 

Le décès des patients atteints de cancer est principalement lié à la présence de métastases dont 

le traitement inclut, dans la majorité des cas, une chimiothérapie intraveineuse. La 

chimiorésistance aux cytotoxiques anticancéreux, phénomène complexe et multifactoriel, 

représente donc un enjeu de santé publique important. Les mécanismes moléculaires impliqués 

dans ce phénomène sont multiples. Leur étude et leur compréhension sont cruciales pour la 

stratification des patients, ainsi que le développement de moyens de contournement à l’aide de 

molécules inhibitrices ou de nouveaux agents cytotoxiques non sensibles à ces phénomènes de 

résistance. Les travaux de thèse ont abordé ces différents aspects. 

  

 Implication de CDX2 dans des phénomènes de chimiorésistance dans les CCR 

4.1.1. Corrélation entre CDX2 et efficacité de la chimiothérapie 

L’implication de CDX2 comme marqueur pronostic de survie dans les CCR a récemment pris 

une ampleur importante à travers la publication de plusieurs études dans des revues 

prestigieuses (Dalerba et al. 2016; Pilati et al. 2017). La dernière version du Thésaurus National 

de Cancérologie Digestive sur les cancers du côlon inclut un paragraphe concernant cette valeur 

pronostique, même s’il n’est pas encore recommandé de l’utiliser en pratique clinique (Lecomte 

et al. 2017). En Suisse, en particulier à Lausanne, cette valeur pronostique de CDX2 contribue 

déjà couramment à la prise de décision de la réalisation d’une chimiothérapie. Ce travail de 

thèse a permis de confirmer le rôle majeur de CDX2 dans les CCR, mais illustre également la 

complexité de son action. 

En effet, à l’échelon cellulaire, Bruun et al. ont montré que les lignées cellulaires de CCR 

CDX2-positives étaient moins sensibles à la chimiothérapie que les lignées CDX2-negatives 

(Bruun et al. 2018). Mes propres travaux ont confirmé plus directement l’impact de CDX2 sur 

la chimiorésistance de cellules cancéreuses coliques vis à vis du 5-FU. Ces résultats inattendus 
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sont en accord avec mes observations et celles d’autres équipes à l’échelon clinique, qui 

paraissaient paradoxales de prime abord : l’expression de CDX2 dans les CCR ne semble pas 

apporter de bénéfice de survie chez les patients traités par chimiothérapie (Dalerba et al. 2016; 

Bruun et al. 2018). Dans la méta-analyse de Yuan et al. regroupant 26 études rétrospectives 

(correspondant à plus de 5000 patients), le niveau d’expression de CDX2 ne modifiait pas non 

plus les effets de la chimiothérapie et ce quelle que soit l’origine tumorale (cancer du côlon ou 

de l’ovaire) (Yuan et al. 2017). Cependant, les auteurs concluaient que la surexpression de 

CDX2 était corrélée avec une meilleure réponse à la chimiothérapie pour les patients atteints 

de cancer de stade IV. Ces derniers résultats sont à prendre avec précaution. En effet, ils sont 

basés sur une seule étude, analysant le niveau d’expression de CDX2 chez 145 patients 

uniquement atteints de CCR métastatique qui présentaient des différences dans la répartition 

des sites métastatiques et dans les protocoles de chimiothérapie (Zhang et al. 2017), alors que 

toutes les autres études inclues dans la méta-analyse semblaient montrer l’inverse. 

 

4.1.2. Identification de mécanismes de résistance au 5-FU en aval de CDX2 

Parmi les mécanismes moléculaires potentiellement impliqués dans le phénomène de 

chimiorésistance au 5-FU induite par CDX2, ce travail a mis en évidence le rôle des 

transporteurs de la famille ABC (en particulier d’ABCC11) et de la DPD, enzyme dégradant le 

5-FU.  

Les manipulations réalisées ont permis de montrer qu’ABCC11, qui efflue le 5-FU, est un 

nouveau gène cible de CDX2 dont l’expression, en réponse à la présence de CDX2, serait 

capable d’induire une résistance au 5-FU dans des modèles cellulaires de CCR. D’autres études 

avaient déjà rapporté la stimulation par CDX2 d’ABCB1 (Takakura et al. 2010) et ABCC7 

(Kerschner and Harris 2012) mais sans corrélation avec des phénomènes de chimiorésistance 

dans les CCR. Le rôle d’ABCC11 dans la chimiorésistance des CCR a très peu été étudié. Seule 
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une équipe tchèque s’est intéressée à l’expression protéique d’ABCC11 dans des tumeurs 

coliques réséquées. Les auteurs suggéraient une association contraire entre le niveau 

d’expression d’ABCC11 et la survie sans récidive des patients. En effet, l’expression réduite 

d’ABCC11, et donc vraisemblablement moins d’efflux de 5-FU, serait corrélée à une moins 

bonne survie sans récidive. En outre, cette équipe avait déjà montré que, pour des CCR 

métastatiques traités par chimiothérapie palliative à base de 5-FU, le niveau d’expression 

d’ABCC11 était significativement plus faible chez les patients non-répondeurs que chez les 

répondeurs selon les critères RECIST (Hlavata et al. 2012). Cependant, dans les 2 études 

publiées par cette équipe, la définition de la survie sans récidive était très inhabituelle et les 

tumeurs provenaient uniquement de patients réséqués R0 (Krizkova et al. 2016). De notre côté, 

nous avons montré que l’expression d’ABCC11 corrèle avec celle de CDX2 dans différents 

modèles cellulaires, ainsi que dans les CCR, que ce soit au niveau transcriptionnel ou protéique. 

Aussi, les résultats des études tchèques apparaissent peu cohérents étant donnés les impacts 

respectifs de CDX2 et d’ABCC11 sur la chimiorésistance. A l’avenir, il sera toutefois 

nécessaire de confirmer l’implication d’ABCC11 dans la chimiorésistance des cellules 

cancéreuses coliques vis-à-vis du 5-FU. En effet, même si mes résultats indiquent que l’activité 

d’ABCC11 est nécessaire à la chimiorésistance induite par CDX2, son niveau d’expression 

reste faible et l’inhibiteur pharmacologique utilisé (MK571) pourrait interférer avec la fonction 

d’un des nombreux autres gènes régulés par CDX2 (Verzi et al. 2011). L’établissement de 

lignées cellulaires stables surexprimant ABCC11 de manière inductible permettrait de tester 

l’implication d’ABCC11 dans la capacité de cellules cancéreuses coliques à résister au 5-FU 

(voire à d’autres traitements) in vitro (test MTT) et in vivo (croissance tumorale chez souris 

nude).  

Le second mécanisme mis en évidence et potentiellement impliqué dans la chimiorésistance au 

5-FU dans les CCR est l’augmentation, en réponse à la présence de CDX2, de l’expression de 
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la DPD, responsable du catabolisme de plus de 80 % des fluoropyrimidines administrées sous 

forme de 5-FU lors d’un traitement. Des manipulations complémentaires seront nécessaires 

pour confirmer l’implication de la DPD dans la chimiorésistance induite par CDX2 : i) d’une 

part, il s’agira de déterminer si DPYD est un gène cible de CDX2 en réalisant des expériences 

de perte de fonction de CDX2 (ex. siRNA) et d’immunoprécipitation de chromatine ; ii) d’autre 

part, il faudra vérifier que la chimiorésistance induite par CDX2 est compromise en absence 

d’activité de la DPD en utilisant un inhibiteur (ex. gimeracil, eniluracil). Toutefois, 

l’augmentation accrue de DPYD en réponse à CDX2 est intéressante car de nombreuses études 

ont montré l’importance de l’activité du produit de ce gène pour la réponse des patients à la 

chimiothérapie. En effet, la présence de certains polymorphismes génétiques, le niveau 

d’expression et l’activité de la DPD ont été largement étudiés, mais principalement dans le 

cadre de la toxicité du 5-FU (Schirripa et al. 2017; Ruzzo et al. 2017). Par exemple, la présence 

du variant DPYD*2A conduit à une activité réduite de la DPD et corrèle avec la survenue de 

neutropénies (Lee et al. 2014). A l’inverse, une activité trop importante de la DPD pourrait 

diminuer la bio-disponibilité de dérivés de 5-FU. Ainsi, le niveau d’expression de DPYD 

intratumoral a été inversement corrélé à la survie et à l’efficacité de chimiothérapie à base de 

5-FU pour des patients atteints de CCR métastatiques (Koopman et al. 2009; Kataoka et al. 

2015; Gustavsson et al. 2009) et des inhibiteurs de la DPD ont été testés (Miura et al. 2017). 

 

4.1.3. Rôle de CDX2 dans la chimiorésistance 

Sur la base de mes résultats, plusieurs hypothèses peuvent être formulées quant au rôle de 

CDX2 dans la chimiorésistance des CCR. La première a trait à la dualité de CDX2 vis à vis de 

la tumorigenèse. En effet, plusieurs équipes, dont la nôtre, ont clairement montré que CDX2 

s’oppose à la tumorigenèse dans l’intestin en diminuant notamment la prolifération et la 

migration cellulaire (Aoki et al. 2003; Bonhomme et al. 2003; I. Gross et al. 2008), mais 
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favorise la tumorigenèse dans d’autres organes (Scholl et al. 2007; Y. Zhang et al. 2016). Mes 

résultats pourraient suggérer une action versatile de CDX2 comme oncogène et gène 

suppresseur de tumeur, également dans le côlon. L’inhibition de la réparation de l’ADN par 

CDX2 dans les cellules cancéreuses coliques illustrerait également cette versatilité 

fonctionnelle (Renouf et al. 2012). Les mécanismes moléculaires impliqués dans cette 

versatilité sont encore inconnus et pourraient dépendre de son niveau d’expression, mais aussi 

du site d’expression et du microenvironnement. 

La seconde hypothèse est le détournement de molécules caractéristiques du phénotype intestinal 

différencié par les cellules tumorales. A l’état physiologique, sous l’effet de l’expression de 

CDX2, les cellules différenciées sont situées à l’interface entre le milieu intérieur et extérieur 

et nécessitent notamment des transporteurs de la famille ABC pour se protéger des agents 

xénobiotiques provenant de l’alimentation. De plus, ces cellules différenciées n’ont pas 

vocation à se multiplier. La DPD, qui à l’état physiologique est impliquée dans l’étape initiale 

du catabolisme des pyrimidines (Gonzalez and Fernandez-Salguero 1995), pourrait avoir une 

activité augmentée dans les cellules différenciées, qui ne nécessiteraient plus les éléments de 

base pour la synthèse de l’ADN lors de la phase de réplication. Par le biais de CDX2, la cellule 

tumorale serait alors capable de détourner ces propriétés de cellules différenciées à son avantage 

pour résister à la chimiothérapie. 

 

Enfin, il est évident que le rôle de CDX2 dans la chimiorésistance est probablement plus 

complexe et intrique plusieurs mécanismes entre eux. L’identification des nouveaux gènes 

cibles de CDX2 permettrait de mieux comprendre ce phénomène qui pourrait impliquer 

d’autres mécanismes de chimiorésistance tels que les altérations du cycle cellulaire ou de 

l’apoptose puisque CDX2 régule ces processus (R.-J. Guo, Suh, and Lynch 2004). Par ailleurs, 

l’étude du rôle de CDX2 dans d’autres cancers, comme les cancers gastriques ou œsophagiens, 
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dont certaines formes sont particulièrement résistantes à la chimiothérapie (ex. 

adénocarcinomes à cellules indépendantes) et où CDX2 est parfois exprimé de manière 

ectopique, pourrait également permettre de mieux évaluer son implication dans les phénomènes 

de chimiorésistance. 

 

4.1.4. Perspectives cliniques 

A plus longue échéance, les résultats de ces travaux pourraient servir de base à de nouvelles 

études cliniques. Dans un premier temps, il serait nécessaire de déterminer de manière 

prospective le bénéfice de l’administration d’une chimiothérapie systémique à des patients qui 

présentent un haut niveau d’expression de CDX2 et/ou ABCC11. En effet, les études actuelles 

se basent sur des cohortes rétrospectives « poolées » et potentiellement inhomogènes de 

patients. Une étude prospective et randomisée de l’administration d’une chimiothérapie 

systémique selon le niveau d’expression de CDX2 intratumoral permettrait de proposer, en cas 

de résultats probants, de modifier les indications actuelles et éviter l’administration inutile de 

chimiothérapie qui, potentiellement toxique, pourrait induire des effets secondaires sans 

efficacité réelle. D’autres études cliniques pourraient également être menées pour orienter le 

clinicien vers l’utilisation d’autres molécules que le 5-FU selon le niveau d’expression de 

CDX2. A l’heure de la médecine personnalisée, la sensibilité de telle ou telle tumeur de patients 

à tel ou tel agent de chimiothérapie prend tout son sens et nécessite des marqueurs d’efficacité 

fiables, potentiellement représentés par l’expression de CDX2 ou ABCC11. De la même 

manière, il serait intéressant de déterminer si l’activité de la DPD, qui présente une forte 

variabilité inter-individuelle non nécessairement corrélée à son expression ou à des 

polymorphismes, pourrait être utilisée comme marqueur prédictif d’efficacité de la 

chimiothérapie. Des tests simples (ex. dosage du rapport dihydro-uracile/uracile UH2/U 

plasmatique), envisageables en pratique clinique, ont déjà été mis au point pour identifier les 
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patients ayant une activité insuffisante de la DPD et présentant un risque de toxicité sévère en 

cas de traitement à base de 5-FU (Boisdron-Celle et al. 2007).  

Par ailleurs, même si les premières études cliniques n’ont pas montré de bénéfice de survie des 

molécules inhibitrices des transporteurs ABC (Nielsen et al. 2017; Binkhathlan and Lavasanifar 

2013), l’inhibition des molécules d’efflux reste un moyen de contournement potentiel de 

chimiorésistance. Les études réalisées n’avaient peut-être pas sélectionné une population 

d’étude adéquate pour répondre à la question ou les molécules testées n’étaient pas assez 

spécifiques. Une étude comparant l’efficacité de ces molécules inhibitrices chez des patients 

dont les tumeurs surexpriment des transporteurs ABC et dont le niveau d’expression de CDX2 

en serait le marqueur, pourrait permettre de mieux évaluer l’effet de l’ajout d’une molécule 

inhibitrice des ABC à une chimiothérapie classique sur la survie des patients. De manière 

analogue, des inhibiteurs de la DPD, n’ayant pas montré de bénéfice de survie en combinaison 

avec des formes orales du 5-FU (Saif et al. 2011; Miyamoto et al. 2014; Miura et al. 2017), 

pourraient être testés sur des populations de patients mieux ciblées.  

 

 Chimiorésistance induite par les dérivés organométalliques dans les cancers 

digestifs 

Les phénomènes de chimiorésistance justifient le développement et l’utilisation de nouvelles 

molécules de chimiothérapie dans les CCR et les cancers digestifs en général. Toutefois, 

l’utilisation de nouvelles drogues dans des essais cliniques en cancérologie nécessite des étapes 

de phase préclinique importantes. 

La seconde partie de ce travail de thèse a consisté en l’étude de nouveaux agents anticancéreux 

qui, comme le platine, sont dérivés d’autres métaux lourds comme le ruthénium et l’osmium. 

Bien qu’encore parcellaires, les résultats obtenus ont permis la rédaction (cf publication jointe) 

ou la préparation d’études précliniques sur les agents RDC-11, RDC-34, ODC-2 et ODC-3. 
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Ceux-ci indiquent que ces molécules ont des effets différents selon les lignées cellulaires sur 

l’expression des molécules d’efflux, mais n’induisent pas franchement l’expression d’un 

phénotype basé sur l’expression de molécules d’efflux, contrairement aux molécules utilisées 

classiquement dans les pratiques cliniques actuelles, notamment dans le cancer gastrique. La 

connaissance des mécanismes d’action et de résistance à ces agents dans les lignées cellulaires 

de cancers digestifs représentera une étape cruciale au développement de ces molécules à un 

échelon clinique. 

 

 Conclusion générale 

Mon travail de thèse abordait le problème majeur de la résistance à la chimiothérapie dans les 

cancers digestifs. J’ai identifié des mécanismes moléculaires impliqués dans la résistance à la 

chimiothérapie par 5-FU dans le CCR et participé à l’étude de nouvelles molécules de 

chimiothérapie lors de phases précliniques dans leur capacité à induire des phénomènes de 

résistance de type efflux à travers les transporteurs de la famille ABC. Ces résultats pourraient 

servir de rationnel pour des études ultérieures dans le cadre de la médecine personnalisée en 

cancérologie. 
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Jean-Baptiste DELHORME 

Étude des mécanismes de chimiorésistance dans les cancers digestifs : impact de CDX2 

et des transporteurs ABC 
 
Résumé 

La chimiorésistance est un enjeu majeur dans la prise en charge des patients atteints de cancers digestifs et peut se 

manifester par l’efflux de molécules cytotoxiques via la surexpression des transporteurs ABC. Le facteur de 

transcription CDX2 est un régulateur important de l’identité intestinale et agit comme gène suppresseur de tumeur 

dans le côlon. Il pourrait être impliqué dans des phénomènes de chimiorésistance des cancers colorectaux (CCR) 

car le transporteur MDR1/ABCB1 correspond à un de ses gènes cibles. Nous avons confirmé le rôle de CDX2 

dans la chimiorésistance des CCR. Nous avons montré par une approche translationnelle, que la surexpression de 

CDX2 était impliquée dans la résistance au 5-fluorouracile (5-FU) dans les CCR. Le transporteur du 5-FU 

ABCC11 a été identifié comme gène cible de CDX2 dont l’activité contribue à la résistance au 5-FU des cellules 

cancéreuses coliques. L’expression d’ABCC11 corrèle avec celle de CDX2 dans les CCR humains mais également 

avec celle de la DYPD, enzyme impliquée dans le catabolisme du 5-FU. Cette étude montre pour la première fois 

que CDX2 contribue à la chimiorésistance au 5-FU en impliquant des mécanismes régulant son métabolisme. 

 

Mots Clés : CDX2; cancer colorectal; chimioresistance; ABCC11; DPYD 

 
 

Abstract 

Chemoresistance represents a major drawback in digestive cancers’ management and may be achieved particularly 

through active efflux of the drug through overexpression of ABC transporters The transcription factor CDX2 is a 

master regulator of intestinal identity that acts as a tumor suppressor in the colon and may be important for drug 

resistance in colorectal cancer (CRC) as MDR1/ABCB1 was recently identified as one of its target genes. Here, 

we confirmed the role of CDX2 in the chemoresistance of CRC. We showed through a translational approach that 

CDX2 overexpression is implicated in 5-fluorouracil (5-FU) chemoresistance in CRC and described the molecular 

mechanisms implicated in this finding. We identified the 5-FU transporter ABCC11 as a new transcriptional target 

of CDX2 whose activity contributes to the 5-FU-chemoresistance of colon cancer cells. Remarkably, CDX2 

expression correlates with the expression of ABCC11 in human colon tumors, but also with the one of the DPYD, 

enzyme involved in the 5-FU break down. Thus, our study links for the first time CDX2 to the 5-FU metabolism 

and provides a molecular mechanism for its impact on 5-FU-based chemotherapy. 
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