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Avant-Propos

L’origine du cancer semble étre aussi vieille que celle du vivant. Chez I’'Homme, on retrouve
déja des traces d’ostéosarcomes sur des ossements datant du Néolithique. Les premieres
descriptions des cancers sont retrouvées dans des textes égyptiens notamment dans le
papyrus dit d’Edwin Smith (-3000 av. J.C.). Ces textes évoquent déja I'ablation de tumeurs

mammaires, de la téte et du cou et leur prise en charge par cautérisation.

C'est le médecin grec Hippocrate qui définira pour la premiéere fois la maladie, évoquant des
grosseurs en forme de crabes, il distinguera a I’époque les tumeurs bénignes appelées carcinos,

le cancer curable, squirrhos et le cancer entrainant la mort, carcinoma.

L'autre terminologie adoptée est attribuée au médecin gréco-romain Galien (-130-200 av. J.C.)

qui décrivit des gonflements (ovkog ou oncos) et dont dérive le terme moderne d’oncologie.

Les travaux qui seront présentés ici dans le cadre de mon doctorat, se porteront sur le cancer
de l'estomac, enjeu majeur de santé publique au niveau mondial. En 2016, I’Agence
internationale pour la recherche sur le cancer (IARC) estimait a plus de 800 000 le nombre de
déces dus au cancer gastrique dans le monde, soit la deuxiéme cause de mortalité par cancer.
L'incidence du cancer gastrique est élevée et il est caractérisé par une grande disparité
géographique avec comme régions majoritairement touchées I'Asie, 'Europe de I'ouest et

I’Amérique du sud.

L'identification de nouveaux marqueurs permettant une détection précoce de ce cancer, une
meilleure caractérisation de celui-ci et une meilleure prise en charge thérapeutique s’avere
donc étre un enjeu important. Ces nouveaux marqueurs peuvent prendre de nombreuses
formes comme des transcrits dont I'expression est dérégulée ou des défauts dans les
mécanismes de régulation post-transcriptionnelle (épissage alternatif). La multiplication de
I'identification de nouveaux marqueurs participe par conséquent a une meilleure
connaissance et une meilleure compréhension du mécanisme de cancérisation ainsi qu’a

I'augmentation de la sensibilité et de la spécificité des prédictions de I'’évolution de ces cancers.
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Chapitre 1 Généralités sur le cancer

gastrique

A. Anatomie de I’cesophage et de I’estomac

1. Organisation et fonctions de I'cesophage et de I'’estomac

L'cesophage est le segment du tube digestif, long d’environ 25 cm, situé entre le pharynx et
I’estomac. C’est un conduit musculomembraneux flexible permettant le passage des aliments
de la bouche vers I'estomac. Sa paroi est épaisse de 3 mm et sa lumiere est large de 2 a 3 cm.
Situé dans le segment inférieur de I'cesophage, un renforcement de la musculature lisse, aussi
appelé sphincter inférieur de I'cesophage, prévient normalement le reflux du contenu de

I’estomac, grace a son activité tonique.

L’estomac est un organe creux qui permet de stocker les aliments, d’amorcer leur digestion
par une dégradation chimique et mécanique, notamment avec la sécrétion de plusieurs
substances tels que I'HCL (acide chlorhydrique), la gastrine (hormone stimulant la sécrétion
d'HCl), la pepsine (enzyme protéolytique), et le facteur intrinseque qui permet I'absorption
intestinale de la vitamine B12. De I'histamine est également sécrété par les cellules ECL
(entero chromaffin like) qui stimule la sécrétion d'HCl par les cellules pariétales. Le bol
alimentaire devient le chyme gastrique et est délivrer progressivement au duodénum. Il est
composé d’'une premiére zone, le cardia, directement relié a I'cesophage dans sa partie
supérieure et fait jonction avec le fundus qui est suivi du corps et de I'antre. L’extrémité
inférieure de I'estomac, le pylore, est relié au duodénum, partie supérieure de l'intestin gréle.
L’estomac est anatomiquement divisé en deux parties, la premiére comprenant le cardia et le

fundus et la deuxiéme, I'antre et le pylore.
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= Aspects macroscopiques de 'cesophage et de I'estomac

L'cesophage possede trois portions, reflétant les trois régions anatomiques qu'il traverse :
I'cesophage cervical fait suite au pharynx a travers la jonction pharyngo-cesophagienne,
, . , . . . et . .

I’cesophage thoracique et I'cesophage abdominal qui s’étend jusqu’a la jonction cesogastrique.
Il se compose de trois tuniques concentriques et régulierement superposées qui sont, de
I'intérieur vers l'extérieur, une muqgueuse, une sous mugueuse et une musculeuse,

comprenant deux couches : une circulaire interne et une longitudinale externe.

L'estomac est divisé en 5 régions : Le cardia est la région initiale de I'estomac, situé
directement sous I'cesophage avec lequel il communique. Il renferme le sphincter cardial, un
mince anneau musculaire qui empéche le contenu gastrique de remonter dans I'cesophage ;
le fundus est une région arrondie située a coté du cardia et en dessous du diaphragme ; le
corps est la partie principale de I'estomac, lieu de brassage et de digestion des aliments ;
I’antre (ou antre pylorique) est la partie inférieure de I'estomac. L’antre entrepose les aliments
décomposés jusqu’a qu’ils soient préts a étre évacués vers l'intestin gréle et enfin le pylore
qui est la partie de I'’estomac communiquant avec I'intestin gréle grace au sphincter pylorique,
anneau de muscles épais qui agit comme une valve pour régler le passage des aliments vers

le duodénum (premiére partie de l'intestin gréle).
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Figure 1 : Anatomie de la région gastrique. Adapté de « Les fondamentaux de la pathologie digestives » Chapitre 1 et 2 (CDU-
HGE Octobre 2014).

= Aspects microscopiques de I'cesophage et de I’'estomac

La paroi cesophagienne est constituée de la muqueuse cesophagienne formée de trois plans,
un épithélium stratifié pavimenteux squameux en continuité avec le recouvrement de
I'oropharynx constitue le plan le plus superficiel. Sous I'épithélium, la lamina propria est
composée d’un treillis de vaisseaux sanguins et lymphatiques ainsi que des glandes
protectrices de mucus. Enfin, le plan le plus profond est la muscularis mucosae composée de

fibres musculaires lisses longitudinales.
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La sous muqueuse est un plan de tissus de connexion lache. Il contient des plexus artériels,
des fibres élastiques et les corps cellulaires des plexus de Meissner ainsi que deux importants

réseaux veineux et lymphatiques.

La musculeuse est constituée d’un plan circulaire interne et d’un plan longitudinal externe.
Entre ces deux plans se situe les ganglions myoentériques qui, avec le plexus de Meissner,
coordonnent le mouvement de déglutition. L’cesophage n’est pas recouvert de séreuse mais

d’un plan adventitiel qui facilite les mouvements lors de la déglutition.

lumiére
de

l'eesophage
muqueuse

SOuUS muqueuse

musculeuse

. e
couche externe (adventice) eSS

Figure 2 : Anatomie de I'cesophage. (INCA : https://www.e-cancer.fr/Patients-et-proches/Les-cancers/Cancers-
de-l-oesophage/L-oesophage)

La paroi de l'estomac est constituée, de lintérieur vers I'extérieur, d’'une muqueuse
(épithélium, chorion et musculaire muqueuse) qui est le revétement interne de I'estomac. La
couche suivante est la sous-muqueuse, composée de tissus conjonctifs, de gros vaisseaux
sanguins et lymphatiques et de cellules nerveuses. La musculeuse est constituée de trois
couches, une oblique interne, une circulaire médiane et un longitudinale externe. La séreuse

(péritoine viscéral) est la membrane fibreuse qui recouvre I'extérieur de I’estomac.
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On distingue au niveau de la muqueuse gastrique 3 zones : la surface, les cryptes et les glandes.
L’épithélium de surface (couche superficielle en regard de la lumiere gastrique) est en
continuité avec les cryptes gastriques (invagination de I'épithélium de surface). Plus en

profondeur, les glandes gastriques communiquent avec le fond des cryptes.

L’épithélium de surface et celui des cryptes est le méme dans tout I'estomac : il s’agit d’un
épithélium a pole muqueux fermé. Les glandes gastriques sont différentes en fonction du type

de muqueuse. La zone de renouvellement cellulaire est située a la base des cryptes.

Il existe ainsi trois principaux types de muqueuses gastriques :

e La muqueuse de type cardial située au niveau du cardia. Les glandes cardiales sont
muco-sécrétantes ;

e Lamuqueuse de type fundique située dans la grosse tubérosité et le corps de I'estomac.
Les glandes fundigues sont droites et faites essentiellement de cellules pariétales de
cellules principales (sécrétion de pepsinogene), et de cellules neuroendocrines
produisant de I’histamine.

e La muqueuse de type pylorique dans I'antre. Les glandes pyloriques sont constituées
principalement de cellules mucosécrétantes, de cellules neuroendocrines a gastrine
ou cellules G. La gastrine est une hormone stimulant la synthése d’acide chlorhydrique
par les glandes fundiques et la prolifération des cellules ECL du fundus, et de quelques

autres cellules neuroendocrines.
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Figure 3 : Histologie de la paroi stomacale. Adapté de « Physiologie humaine » (Sherwood, 2006).
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Chapitre 2 Mécanismes impliqués
dans la pathogenese du

cancer gastrique

A. Description anatomopathologique du cancer gastrique
1. Définitions
= Lesadénocarcinomes de I'estomac

Les adénocarcinomes primaires de I'estomac se développent a partir des cellules épithéliales
de la muqueuse gastrique. On distingue trois types d’adénocarcinomes différents selon la
localisation et la forme histologique (Lamarque, 2008). L’adénocarcinome distal de type
intestinal et I'adénocarcinome distal de type diffus, qui ont été décrits initialement par Lauren
(Lauren, 1965). Puis I'adénocarcinome proximal ou du Cardia ou jonction cesogastrique dont

la localisation anatomique précise a été décrite par Siewert (Siewert et al, 2005).

Type | Adeno-Ca. Dist. Esoph.

Figure 4 : Classification des cancers de la jonction cesogastrique en fonction de la localisation anatomique décrite par
Siewert (Siewert et al, 2005).
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Il existe également une autre forme d’adénocarcinome particuliere, la linite plastique ou
carcinome squirrheux. Cette tumeur a la particularité d’étre tres peu différenciée et de

s’infiltrer au niveau de toute I'épaisseur de la paroi stomacale (Ducreux et al, 2000).
= Les autres formes de cancers

Les autres formes de cancers ne représentent que 10 % des cancers gastriques. Parmi ces
cancers, on retrouve les lymphomes non hodgkiniens qui sont généralement des lymphomes
de type MALT (tissu lymphoide associé aux muqueuses). De facon non exhaustive, ont été
décrits dans la littérature des sarcomes (tumeur stromales gastro-intestinales), des tumeurs
neuroendocriniennes et des carcinomes lympho-épithéliaux qui ont été associés a I'infection

par le virus d’Epstein Barr.
2.  Classification anatomopathologique

L’anatomopathologie établit un diagnostic précis du cancer et adapte le niveau de surveillance
des lésions précancéreuses comme par exemple |'‘atrophie gastrique ou la métaplasie

intestinale qui évolueront ou non vers un cancer de I’estomac (Correa, 1992).

Il existe actuellement différentes classifications du cancer de I'estomac. De fagon non
exhaustive, on retrouve la classification de Ming (Ming, 1977), la classification de Goseki
(Goseki et al, 1992), mais les classifications les plus utilisées restent celles de Lauren (Lauren,

1965) et de 'OMS (4éme édition, 2010).

3. Classification de ’OMS

La classification de I'OMS datant de 2010 n’est pas limitée aux adénocarcinomes mais classe
également les autres formes de cancers de I'estomac (tumeurs non épithéliales : sarcomes,
lymphomes...). Cette classification se base sur des critéres morphologiques pour définir les
différents sous-types de carcinomes de I'estomac : papillaire, tubulaire, mucineux et a cellules

rondes dites en bagues a chaton.
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4, Classification de Lauren

Depuis 1965, selon la classification de Lauren (Lauren, 1965), les adénocarcinomes gastriques
peuvent étre divisés en 2 types majeurs : intestinal et diffus. Un troisieme type, appelé
carcinome mixte, caractérise des tumeurs contenant a proportion égale des composants

intestinaux et diffus. Cette classification est souvent utilisée par les épidémiologistes.

= L’adénocarcinome de type intestinal

Ce premier type est dit intestinal car d’un point de vue histologique, il est défini par
I’apparition de structures glandulaires anormales ressemblant a I’épithélium intestinal. Cette
voie cancéreuse fait toujours suite a une gastrite chronique qui évoluera ou non en différents

stades pathologiques selon la voie de Correa (Correa, 1992).

= L’adénocarcinome de type diffus

D’un point de vue histologique, ce type ressemble a la classification de 'OMS des carcinomes
a cellules rondes dites en bagues a chaton. Les cellules ont la particularité de pouvoir infiltrer
toute la paroi de I'estomac. Cette infiltration tumorale anarchique est souvent le résultat de
la mutation d’une protéine d’adhésion cellulaire, I'E-cadhérine. Des mutations du géne de I'E-
cadherine (géne CDH1) sont retrouvées dans 30 % des cas des type diffus (Guilford et al, 1998),
dont la voie de la carcinogenése est encore mal connue et n’est pas aussi bien décrite que

pour le type intestinal.
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Figure 5 : Processus de tumorogeneése impliqué dans I'apparition des adénocarcinomes de type intestinal et de type

diffus, selon la voie de Correa (Correa, 1992).

Pour l'estimation du pronostic, la classification de Lauren est importante au sens ou

I’'adénocarcinome de type diffus est associé a un moins bon pronostic que I'adénocarcinome

de type intestinal du fait méme de l'infiltration tumorale (Berlth et al, 2014).
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Le tableau suivant compare les deux classifications proposées par Lauren et I’'OMS (Hu et al.,

2012).
WHO (2010) Lauren (1965)
Papillary adenocarcinoma
Tubular adenocarcinoma Intestinal type

Mucinous adenocarcinoma

Signet-ring cell carcinoma
And other poorly cohesive carcinoma

Mixed carcinoma Indeterminate type
Adenosquamous carcinoma
Squamous cell carcinoma

Diffuse type

Hepatoid adenocarcinoma
Carcinoma with lymphoid stroma
Choriocarcinoma
Carcinosarcoma

Parietal cell carcinoma
Malignant rhabdoid tumor
Mucoepidermoid carcinoma
Paneth cell carcinoma
Undifferentiated carcinoma
Mixed adeno-neuroendocrine carcinoma
Endodermal sinus tumor
Embryonal carcinoma

Pure gastric yolk sac tumor
Oncocytic adenocarcinoma

Tableau 1 : Comparaison de deux systémes de classement du cancer gastrique les plus couramment utilisés : la
classification de I'OMS et la classification de Lauren (Hu et al., 2012).

5. Classification du stade tumoral

= La classification internationale TNM

Cette classification internationale TNM (tumeur primaire T, I’atteinte des ganglions régionaux
N et la présence de métastases a distance M), est applicable a tous les cancers. Elle évalue
I'extension de la tumeur et ainsi définit le stade tumoral (Arocena et al, 2006). Cette
classification est importante dans la prise en charge du patient, que ce soit pour

I’établissement du pronostic ou de I'adaptation des stratégies thérapeutiques.
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Deux classifications TNM existent, la classification clinique (cTNM) étant distincte de la
classification pathologique (pTNM). La classification clinique repose sur I'examen clinique,
I'imagerie, 'endoscopie et I'exploration chirurgicale. La classification pathologique est basée

sur I'analyse anatomo-pathologique de la piece opératoire.

La premiére classification TNM a été proposée dans les années 1940. Plusieurs révisions ont
été publiées, la version actuelle date de 2017. Cette derniere édition semble plus performante.

Chaque cancer possede sa propre classification TNM.

La catégorie « T » correspond a la tumeur primitive. Cette catégorie prend par exemple en
compte le volume tumoral, le diameétre de la Iésion. Pour le stade T4 des subdivisions ont été
ajoutées afin d’affiner le diagnostic (Sobin et Compton, 2010). La catégorie « N » correspond
aux métastases ganglionnaires. La localisation plus ou moins éloignée de la tumeur, le nombre
et la fixation aux tissus voisins des ganglions sont pris en compte dans cette catégorie. La
catégorie « M » prend en compte |'absence ou la présence de métastases. En cas de

métastases des subdivisons permettent de préciser le nombre d’organes touchés (Tableau 2).

Tumeur primitive (catégorie T)

Tx Renseignements insuffisants pour classer la tumeur primitive

TO Pas de signe de tumeur primitive

Tis Carcinome in situ ou dysplasie de haut grade

T1 Tumeur envahissant la lamina propria, la muscularis mucosae ou la sous-muqueuse

Tla | La tumeur envahit la lamina propria ou la muscularis mucosae

Tlb | La tumeur envahit la sous-muqueuse

T2 Tumeur envahissant la musculeuse
T3 Tumeur envahissant I'adventice
T4 Tumeur envahissant les structures adjacentes

T4a | La tumeur envahit la plévre, le péricarde, la veine azygos, le diaphragme ou le péritoine

La tumeur envahit d'autres structures adjacentes comme I'aorte, un corps vertébral ou la

T4b trachée.
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Adénopathie régionale (catégorie N)

Nx Le statut des ganglions régionaux ne peut étre évalué
No Pas de signe d'atteinte des ganglions lymphatiques régionaux
N1 Métastases dans 1 a 2 ganglions lymphatiques régionaux
N2 Métastases dans 3 a 6 ganglions lymphatiques régionaux
N3 Métastases dans 7 ganglions régionaux ou plus
L'examen histologique d'une piéce opératoire de lymphadénectomie incluera habituellement 6
pNO ganglions lymphatiques ou plus. Si les ganglions ne sont pas atteints, classer pNO méme si le
nombre habituel de ganglions n'est pas atteint.
Métastases a distance (catégorie M)
Mx Les métastases ne peuvent étre évaluées
Mo Pas de métastase a distance
M1 Présence de métastase(s) a distance

Tableau 2 : Classification clinique TNM (8éme édition 2017) des lésions cancéreuses de la jonction oeso-gastrique et de
'estomac

Autres classifications des lésions cancéreuses gastriques

Entre la classification TNM et les différents stades du cancer colorectal (de | a IV) des

correspondances existent. Chaque stade d’avancement du cancer se réfere a une combinaison

définie des données T, N et M. Par exemple une lésion au stade O correspond a une

classification TNM : Tis, NO, MO (Tableau IV).

Regroupement en stades

Stade 0 Tis NO MO
Stade IA T1 NO MO
Stade IB T2 NO MO
Stade IIA T3 NO MO
Stade IIB T1, T2 N1 MO
Stade IlIA T4a NO MO
T3 N1 MO
T1, T2 N2 MO
Stade llIB T3 N2 MO
Stade llIC T4a N1,N2 MO
T4b TousN MO
Tous T N3 MO
Stade IV Tous T Tous N M1

Tableau 3 : Correspondance entre la classification TNM et le stade du cancer gastrique.



6.  Evolution vers un stade métastasique

Du fait de sa position centrale dans la partie abdominale et de la facilité de diffusion des
cellules cancéreuses via la perte de fonction d’adhésion (notamment via la mutation du géne
CDH1 qui code I'E-Cadhérine), I'évolution vers un stade métastasique est trés rapide. Cette
extension loco-régionale via le péritoine viscéral, apres prolifération dans les quatre tuniques,
peut atteindre le foie, le pancréas, la vésicule biliaire ou encore le célon. En plus de cette
diffusion locale, le drainage par les voies lymphatiques permet aux cellules cancéreuses
d’atteindre d’autres ganglions situés a distance, et toucher par la suite par exemple les ovaires

ou les poumons.

B. Classification moléculaire du cancer gastrique

1. Schéma de pathogenése séquentielle : modele de la

carcinogeneése gastrique

Avec I'essor des nouvelles technologies a haut débit comme les puces a ADN et le séquencage
de nouvelle génération, plusieurs études ont décrit les différentes altérations génomiques
retrouvées dans le cancer gastrique représentées dans la Figure 1 (Tan et Yeoh, 2015). Ces
altérations somatiques sont de plusieurs natures : mutations géniques (Lawrence et al, 2013),
altérations du nombre de copies (sCNA) (Deng et al, 2012), changements épigénétiques (Niwa
et al, 2010) ou encore des changements de niveaux de transcription impliquant les ARN
messagers (mMRNA) et les ARN non codant (ncRNAs) (Lee et al, 2014 ; Ooi et al, 2009 ; Chang
et al, 2014).
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Figure 6 : Altérations génomiques retrouvées dans le cancer gastrique (Tan et Yeoh, 2015).

Toutes ces études ont conduit a une meilleure compréhension de la pathogenése séquentielle,
en mettant en évidence les altérations génétiques et épigénétiques impliquées dans le
processus de cancérogenése gastrique décrit initialement par la voie de Correa (Correa, 1992;

Riquelme et al, 2015).

Cependant, cette caractérisation moléculaire du cancer gastrique, via le séquencage de ’ADN
(Wang et al, 2011), ne suffit pas a la mise en place d’une classification moléculaire en raison
de I’'hétérogénéité de ces mutations dans le cancer gastrique (Shah et al, 2011). C’est pourquoi
une nouvelle terminologie, basée sur toutes les données de «Omiques» sont intégrées afin
d’établir une nouvelle classification moléculaire en cancérologie (The Cancer Genome Atlas

Research Network, 2014).
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2.  Laclassification génomique issue du TCGA

En 2014, le projet The Cancer Genome Atlas (TCGA, cancergenome.nih.gov) a été lancé avec

pour objectifs de développer une classification moléculaire robuste afin d’identifier les

différentes voies dérégulées dans plus de 30 types de cancers et notamment dans le cancer

gastrique (The Cancer Genome Atlas Research Network, 2014). Ce projet a abouti a proposer

une classification moléculaire du cancer gastrique en 4 sous-types : les tumeurs infectées par

le virus d’Eptstein Barr (EBV) ; les tumeurs avec une instabilité des microsatellites (MSI) ; les

tumeurs génomiquement stables (GS) et les tumeurs chromosomiguement instables (CIN).

CIN
* Intestinal histology ] : \
* TP53 mutation ‘ EBV

* RTK-RAS activation ¢ PIK3CA mutation

* PD-[ 1/2 overexpression
e EBV-CIMP

* CDKNZ2A silencing

¢ Immune cell signalling

MSI
* Hypermutation

- * Gastric-CIMP
ﬂ « MLH1 silencing
* Mitotic pathways

GS
* Diffuse histology
* CDH1, RHOA mutations
* CLDN18-ARHGAP fusion
* Cell adhesion

Figure 7 : Classification moléculaire du cancer gastrique, d'aprés les résultats obtenus par le TCGA (2014) divisée en 4
sous-types : les tumeurs infectées par Epstein Barr Virus (EBV) ; les tumeurs avec une instabilité des microsatellites

(MSI) ; les tumeurs génomiquement stables (GS) et les tumeurs chromosomiquement instables (CIN). Les différentes
régions de I'estomac (la jonction cesogastrique ou cardiale, le fundus, le corps et I'antre pylorique) sont indiquées avec la
répartition des différents sous-types associés (The Cancer Genome Atlas Research Network, 2014).
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D’apreés les résultats obtenus par le TCGA, divisée en 4 sous-types. Les différentes régions de
I'estomac (la jonction oeso-gastrique ou cardiale, le fundus, le corps et I'antre pylorique) sont
indiquées avec la répartition des différents sous-types associés (The Cancer Genome Atlas

Research Network, 2014).
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Figure 8 : Division des 4 sous-types en fonction des altérations moléculaires majeures retrouvées dans le cancer gastrique
(The Cancer Genome Atlas Research Network, 2014).

= Les tumeurs infectées par le virus d’Epstein Barr (EBV)

Le sous type EBV positif représente environ 10% des cancers gastriques. Il est associé a la
pathogénicité du virus et montre la présence d’aberrations chromosomiques et de
modifications épigénétiques via la méthylation de régions promotrices de génes suppresseurs

de tumeurs.

Les études du TCGA ont démontré une dérégulation de la voie de signalisation
phosphoinositide 3-kinase/ protéine kinase B (PI3K/Akt) et de la voie des Janus kinase 2 (JAK2)

dans ces tumeurs (Chen, 2012; Sunakawa and Lenz, 2015).
= Les tumeurs génomiquement stables (GS)

Les tumeurs génomiquement stables (GS) représentent 20% des cancers gastriques mais sont
représentatives de pres de 75% des formes héréditaires. Ce sous-type est caractérisé par la
présence de mutations des génes RHOA et CDH1, ainsi que de la fusion des genes CLDN18 et
ARHGAP26.
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Le gene RHOA code la GTPase RhoA intervenant dans différentes voies de signalisation et
notamment dans le cycle cellulaire, I'organisation du cytosquelette et la motilité cellulaire. Les
mutations de ce géne vont entrainer une progression tumorale et la formation de métastases

due a I'augmentation de la motilité et a la dégradation du cytosquelette.

Le gene CDH1 code la protéine E-cadhérine impliquée dans I'adhésion cellulaire. La perte de
son expression est un marqueur génétique du type diffus (Guilford et al., 1998; Riquelme et
al., 2015) entrainant dans un premier temps la formation néoplasique, puis du fait de la perte

d’adhésion, la progression métastasique précoce.

= Les tumeurs chromosomiquement instables (CIN)

Les tumeurs chromosomiquement instables (CIN) représentent prés de 50 % des cancers
gastriques mondiaux. Ce sous-type est caractérisé par un fort taux d’aneuploidie. En plus de
ces aberrations chromosomiques, le sous type CIN-positif est caractérisé par la présence de
mutations du géne TP53 (71%). De plus, de nombreuses voies de signalisation sont dérégulées
dans les cancers gastriques CIN-positifs, notamment la voie HER2, qui est actuellement le seul
biomarqueur théranostique validé par la communauté scientifique du cancer gastrique
(Matsui et al, 2005 ; Fujimoto-Ouchi et al, 2007 ; Bang et al, 2010). Parmi les autres voies
dérégulées, on retrouve : le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR), le
récepteur du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGFR), le récepteur au facteur de
croissance hépatocytaire (HGFR), et le récepteur 2 du facteur de croissance des fibroblastes

(FGFR2).

= Les instabilités des microsatellites (MSI)

Les cancers gastriques avec instabilités des microsatellites (MSI) sont retrouvés dans environ
20% des cas. Dans ce sous-type les altérations génétiques majeures entrainent une
inactivation de genes impliqués dans la réparation des mésappariements de I’ADN, les génes
Mismatch repair (MMR). L'anomalie somatique la plus fréquente est I’'hyperméthylation du
promoteur du géne MLH1 (mutL homologue 1) dont l'inactivation va induire un taux de
mutations somatiques élevé dans le génome a I'origine de la tumorogeneése. Cette instabilité
est également associée a de nombreuses mutations touchant les genes TP53, KRAS, ARID1A,

PIK3CA, ERBB3, PTEN, CHRD, HLA-B, RNF43, B2M et NF1 (Riquelme et al., 2015).
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Bien que plusieurs études aient analysé la relation entre le sous-type MSI et la chimiothérapie
adjuvante a base de 5-fluorouracile dans le cancer du célon, les informations concernant les
bénéfices de la chimiothérapie dans le cancer gastrique MSI sont limitées, impliquant des
résultats non cohérents et controversés (Ribic et al, 2003). Le statut MSI ne peut donc pas
encore étre utilisé comme marqueur pronostic, mais il peut jouer un réle important dans la
classification de la tumeur ou la mise en place d’un traitement adjuvant (Sunakawa et Lenz,

2015).
= Altérations transcriptomiques

La littérature fait état d'un tres grand nombre d'analyses du transcriptome des cancers
gastriques. |l existe de nombreuses références dans PubMed avec les mots clés « gastric
cancer and transcriptome, les objectifs principaux de ces études sont de découvrir des
biomarqueurs pour le diagnostic et/ou le pronostic mais également les voies de signalisation
oncogénique impliquées dans l'initiation et/ou la progression du cancer gastrique. Certaines
sont disponibles en libre acces et les données brutes d'expression sont référencées dans des
bases de données comme GEO (Gene Expression Omnibus, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds)

ou Array Express (https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/).

Ce nombre important d'études transcriptomiques refléte la grande hétérogénéité du cancer
gastrique. On retrouve ainsi de multiples types de comparaisons : cancer gastrique (GC) vs
normal, GC non métastasique vs métastasique, ou encore des comparaisons entre les sous-

types de GC (diffus, intestinal etc..).
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Chapitre 3 Epidémiologie du cancer

gastrique

Du fait de leurs similitudes en termes de symptomes et de facteurs de risque, les cancers de
la jonction cesogastrique (JOG) (tumeur correspondant au type |l de la classification de Siewert
défini par un centre tumoral situé entre 1 cm au-dessus et 2 cm au-dessous du cardia
anatomique) et de I'estomac seront regroupés ici sous le terme de cancer gastrique. Ainsi

seront détaillés ici a la fois les chiffres des cancers de |'cesophage et de |'estomac.

De plus, en raison des différences multiples et importantes entre I'Asie et I'Occident les
résultats des études cliniques asiatiques sont difficilement transposables a la population
occidentale. L’analyse de la littérature a été limitée le plus souvent aux études ayant inclus

des patients non asiatiques.
A. Incidence et prévalence du cancer gastrique

A I’échelle mondiale, le Centre International de Recherche sur le Cancer a estimé a 952 000
I'incidence des cas de cancers de I'estomac par an, soit 6.8% des cancers mondiaux, ce qui en

fait le 5éme cancer le plus fréquent.

On retrouve une grande disparité géographique avec une majorité de cas de cancers
gastriques retrouvés en Asie, a I'Est de I'Europe et en Amérique du Sud avec une incidence

annuelle de plus de 40 nouveaux cas pour 100 000 habitants.

En France, le nombre de cancers de I'estomac diagnostiqués est passé de 9000 environ en
1980 a 6550 cas en 2012 et 6600 cas en 2017 et 4 800 nouveaux cas de cancers de |I'cesophage.
La moitié des cas est diagnostiquée aprées 75 ans (Binder-Foucard, 2013). Le taux d’incidence
annuel standardisé est estimé a 10.5 pour les hommes et de 4 pour les femmes pour 100 000
personnes. Concernant le Finistere, on relevait 168 nouveaux cas de cancer de I'estomac en

2012, se situant alors au premier rang des départements francais.
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Figure 9 : Répartition géographique des cancers de I'estomac dans le monde selon I'incidence pour les deux sexes (globo-
can.iarc.fr).

B. Mortalité du cancer gastrique

Dans le monde, le cancer de I'estomac est la deuxiéme cause de mortalité par cancer en 2016
soit 834 171 déces (environ 8%), apres le cancer du poumon (1,71 million de décés, environ
20%), et devant le cancer colorectal (829 557 déces) et le cancer du foie (828 945 déces). Le
cancer de I'cesophage est le septiéme cancer a I’échelle mondiale avec 414 890 déces. Le
nombre de déces di au cancer de I'estomac est estimé a 7421 en France, et 5 159 d{ au cancer

de I'cesophage en 2017.

La survie estimée a 5 ans est de 25% pour le cancer de I'estomac et de 50% pour le cancer de
I’cesophage (INCa, 2010). Le pronostic de ce cancer est particulierement mauvais avec 30% de

stades métastatiques au diagnostic.
C. Facteurs de risques

Les facteurs de risques de cancers gastriques sont généralement classés du plus au moins
important mais dans la plupart des cas il est impossible de les classer avec une certitude
absolue. Nous les diviserons donc en risques connus ou certains, risques possibles et risques

inconnus.
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1. Facteurs de risques connus

Des études ont montré que le cancer gastrique faisait partie des cancers dont le risque est

augmenté par :

L'infection a Helicobacter pylori : H. pylori est une bactérie observée fréquemment
dans I'estomac. Elle peut causer de l'inflammation, des ulcéres et des changements
dans les cellules du revétement de I'estomac.

L'infection au virus d'Epstein-Barr pourrait faire augmenter le risque
d’adénocarcinome gastrique (type le plus fréquent), ainsi qu’accroitre le risque
d’apparition de lymphome non hodgkinien dans |'estomac (type rare). Dix % des
cancers gastriques seraient positifs pour EBV.

Le tabagisme : Certaines études ont démontré que I'exposition a la fumée secondaire
fait aussi augmenter le risque de cancer de I'estomac.

Des antécédents familiaux de cancer de I'estomac : Cette hausse du risque peut étre
attribuable a des troubles génétiques héréditaires. Elle peut aussi étre causée par des
facteurs de risque communs a d’autres membres de la famille comme I'alimentation,
le tabagisme et les infections au H. pylori (Hartgrink et al, 2009)

Certains troubles génétiques héréditaires de prédisposition au cancer comme le
cancer gastrique diffus héréditaire (CGDH), la polypose adénomateuse familiale (PAF),
le syndrome de Lynch (aussi appelé cancer colorectal héréditaire sans polypose, ou
HNPCC), le syndrome de Peutz-Jeghers, le syndrome de polypose juvénile, le syndrome
de Li-Fraumeni ou des mutations des génes BRCA.

Certains troubles d'estomac comme la gastrite atrophique chronique, la métaplasie
intestinale, la dysplasie épithéliale gastrique, 'adénome, ou polype adénomateux, la
maladie de Ménétrier ou I'anémie pernicieuse.

Le Reflux gastro-cesophagien : trouble caractérisé par la remontée du contenu de
I'estomac, y compris de I'acide gastrique, dans |'cesophage, ce qui cause des « brilures
d'estomac » et des douleurs dans la partie supérieure de I'abdomen ou au thorax.
L'acide gastrique peut endommager le tissu de I'cesophage.

Une chirurgie gastrique antérieure aussi appelée gastrectomie partielle pour le

traitement des ulceres de I'estomac
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e Une exposition a des rayonnements ionisants : Les personnes qui ont été exposées aux
rayonnements ionisants au Japon a la suite de I'explosion d’'une bombe atomique
pendant la Seconde Guerre mondiale risquent davantage d'étre atteintes d'un cancer
de I'estomac, en particulier si elles étaient enfants lors de I'exposition a la radiation.
Des études ont démontré que les personnes exposées aux rayonnements émis lors
d'accidents nucléaires ou a des retombées nucléaires risquent plus d’étre atteintes
d’un cancer de |I'estomac.

e Le travail dans l'industrie du caoutchouc : par une haute exposition a des produits

chimiques cancérogenes.
2. Facteurs de risques possibles

Des études sont actuellement en cours pour rechercher I'association éventuelle entre le

développement du cancer gastrique et :

e La consommation d’alcool

e La consommation de viandes fumées, traitées ou transformées (charcuterie) montre
une augmentation du risque avec 'augmentation de la consommation, mais le World
Cancer Research Fund International (WCRFI) et I’American Institute for Cancer
Research (AICR) considerent que plusieurs de ces études sont de mauvaise qualité.
Ainsi, il est considéré que le lien est possible et non probable.

o L'obésité peut accroitre le risque de cancer de I'estomac, en particulier dans le cardia.

e Une exposition professionnelle au plomb / a I'amiante

e Fibrose kystique
D. Diagnostic et traitement du cancer gastrique

1. Diagnostic

Les symptomes du cancer gastrique ne sont pas spécifiques de ce cancer et ne permettent
donc pas a eux seuls son diagnostic, ce qui explique un diagnostic souvent tardif : fatigue,
perte de |'appétit, douleurs épigastriques, perte de poids, nausées, vomissements, anémie.
Les hémorragies digestives et la perforation de I’'estomac sont des complications possibles qui

peuvent révéler la maladie mais ces évenements sont relativement rares.
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La localisation de la tumeur peut aussi étre responsable de symptémes spécifiques : un cancer
du cardia peut entrainer une géne a la déglutition (dysphagie), tandis que le cancer du pylore

peut engendrer un rétrécissement local responsable de douleurs et de vomissements.

Différents examens sont réalisés pour confirmer la présence d'un cancer, le localiser

précisément et en définir le type :

e L’examen clinique de I'abdomen permet d’identifier tout gonflement, toute douleur
anormale de I'abdomen. Il s’agit notamment de rechercher une masse abdominale ou
des adénopathies sus-claviculaires (présence de ganglions lymphatiques de taille
augmentée situés au-dessus de la clavicule), ou encore les signes d’'une anémie.

e L’endoscopie cesogastrique (ou gastroscopie ou fibroscopie) sert a rechercher des
signes éventuels d’inflammation ou un cancer de I'estomac en examinant la muqueuse
de I'cesophage, I'estomac et la premiére partie de I'intestin gréle. En cas de suspicion
de cancer, des biopsies sont effectuées.

e La biopsie permet de prélever des fragments de tissus afin de réaliser leur analyse
macro et microscopique.

e L’examen anatomopathologique a pour but d’établir le diagnostic, de préciser le type
de cancer, notamment grace a un test moléculaire visant a rechercher la présence de
certains biomarqueurs cliniques comme une surexpression de la protéine HER2 et ainsi

orienter le choix des traitements
2. Biomarqueurs cliniques

= Le statut HER2

Le gene HER2 est situé sur le chromosome 17 et code la protéine HER2, un récepteur
membranaire de type tyrosine kinase. HER2 fait partie de la famille des récepteurs
membranaires ubiquitaires appelés erbB ou HER (HER1, HER2, HER3, HER4) du facteur de
croissance EGF dont le développement et le fonctionnement entraine des signaux prolifératifs
et antiapoptotiques (Graus-Porta et al, 1997). Ce récepteur et a I'origine de différents ciblages
thérapeutiques notamment par des anticorps monoclonaux ou inhibiteurs de tyrosine kinase
neutralisant ainsi son activité. Ce ciblage ne peut étre efficace que si la tumeur est dépendante

(addiction oncogénique) de la voie her2, c’est a dire présentant une amplification du gene
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her2 (scores dits 3+ ou 2+amplifiés objectivés par hybridation in situ fluorescente (FISH)).
Quinze a 25 % des adénocarcinomes gastriques se caractérisent par une surexpression et/ou
une amplification d’HER2. Et c’est un essai de phase Ill ToGa qui a déterminé la nécessité de
déterminer le statut HER2 comme facteur prédictif de réponse au traitement en comparant
une chimiothérapie (cisplatine + 5-FU) associée au trastuzumab (anticorps anti-HER2) a une
chimiothérapie seule, dans les cancers gastriques localement avancés et métastatiques (Bang

et al, 2010).

Ainsi la recherche du statut HER2 dans les cancers gastriques et la jonction cesogastrique est
devenue indispensable et fait partie des tests de routine en anatomie pathologique. Dans le
cancer gastrique, tout comme dans le cancer du sein, immunohistochimie et hybridation in
situ, respectivement pour la surexpression et I'amplification d’"HER2, vont étre les témoins de
cette dépendance et autoriser un traitement par anticorps monoclonal anti-HER2 (Chapiro,

2012).

Les techniques et le systeme d’évaluation permettant la détermination du statut HER2 dans
les adénocarcinomes gastriques et de la jonction cesogastrique s’appuient sur certaines

particularités liées au statut HER2 d’apres I'étude ToGA :

e Le statut HER2 est fréquemment hétérogene au sein d’'un adénocarcinome gastrique
ou de la jonction cesogastrique.

e HER2 est souvent plus surexprimé dans les formes intestinales de cancers gastriques
gue dans les adénocarcinomes diffus.

e Les adénocarcinomes de la jonction cesogastrique présentent des taux de
surexpression de HER2 plus élevés que les adénocarcinomes gastriques (33 versus 21 %

selon dans I'étude ToGA).

Selon certains auteurs, cette hétérogénéité en terme d’amplification peut concerner
également la tumeur primitive et ses métastases correspondantes. De plus, il est possible que
des traitements néoadjuvants par chimiothérapie puissent conduire a une négativité du statut
HER2 et entrainer une disparité d’expression (statut positif sur biopsie et négatif sur piece

opératoire post-traitement) (Watson et Louvet, 2014).
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= Formes héréditaires de cancers gastriques

Les formes héréditaires du cancer de I’estomac sont souvent associées aux adénocarcinomes
distaux de type diffus. Dans la majorité des cas, cette forme héréditaire serait le résultat d’'une
altération constitutionnelle du gene CDH1 (Jolissaint et al., 2011). Ce géne code une protéine
d’adhésion, la E-Cadhérine localisée au niveau des cellules épithéliales. Des études ont montré
gu’une mutation constitutionnelle du géne CDH1 engendrait un risque accru de cancer de
I’estomac chez 67% des hommes et chez 83% des femmes (Pharoah et al., 2001). Cette forme
familiale est le plus souvent retrouvée chez le sujet jeune (< 40 ans), alors que les formes

sporadiques sont plutot retrouvées chez le sujet agé.
* Biomarqueur émergent : C-met

C-met correspond au récepteur de I’'hépatocyte growth factor (HGF). Il posséde des propriétés
anti-apoptotiques, de prolifération et de dissémination des cellules tumorales. C-met et son
ligand HGF font actuellement |'objet d’essais thérapeutiques par ciblage d’anticorps
monoclonaux et inhibiteurs de tyrosine-kinase. Les premiéres données indiquent que les
patients porteurs d’adénocarcinomes gastriques présentant une expression élevée de C-met
répondraient de fagon plus efficace aux anticorps thérapeutiques anti-HGF (Inokuchi et al,

2015).

E. Prise en charge thérapeutique du cancer gastrique

1. Classique
=  Chirurgie

L’acte chirurgical constitue I'essentiel du traitement dans le cas du cancer de I'estomac. En
fonction de la localisation de la tumeur, une gastrectomie totale est privilégiée pour les
tumeurs distales et une gastrectomie partielle pour les tumeurs proximales. En plus de la
gastrectomie, un curage ganglionnaire est en général réalisé, permettant de retirer tous les

ganglions lymphatiques proches de I'aire ganglionnaire de I’estomac.
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= Chimiothérapie et radiothérapie (pré et post chirurgicale)

Des études ont montré que la pratique de I'acte chirurgical seul engendre un fort taux de
récidive tumorale (Marrelli et al., 2005). C'est pourquoi différentes approches de
chimiothérapie péri-opératoire (2 mois avant et apres la chirurgie) ou de chimiothérapie et de
radiothérapie post chirurgicale sont envisagées dans le traitement du cancer de I'estomac. Le
traitement des métastases a distance de la tumeur primaire ne va généralement pas faire

appel a I'acte chirurgical mais plut6t a des chimiothérapies dites palliatives.

» Chimiothérapies

Les stratégies thérapeutiques sont différentes selon la classification TNM (source/description) ;
la haute autorité de santé préconise un traitement endoscopique pour les stades T1aNOMO,
une chirurgie seule pour les stades T1-2NOMO, une chimiothérapie adjuvante pour tous les
autres stades non métastasiques et enfin une chimiothérapie palliative pour les stades

métastasiques.

En régle générale, les chimiothérapies dites combinées sont plus efficaces, en terme de survie
globale, que les chimiothérapies uniques (Wagner et al., 2006). Parmi les différentes
combinaisons de molécules, on retrouve les platines (cisplatine et oxaliplatine), les
fluoropyrimidines (5-fluorouracile, S-1 et capécitabine), I'irinotécan et les taxanes (docétaxel

et paclitaxel).

a. Les platines

Les sels de platine se comportent comme des agents alkylants. En effet, ils se lient a I’ADN et
forment un complexe platine/ADN ou adduit qui empéche la réplication de I’ADN engendrant
ainsi la mort par apoptose de la cellule. Il a été montré également que les sels de platines,
notamment le cisplatine et [I'oxaliplatine, pouvaient interagir avec des protéines
cytoplasmiques. Ces sels vont induire par exemple la translocation de la calréticuline a la
surface de la cellule. Cette exposition sert alors de signal d’interaction avec les cellules

dendritiques et les macrophages (Hato et al., 2014).
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De nombreux mécanismes de résistance ont été décrits vis-a-vis des sels de platine, tels
gu’une augmentation de glutathion (se lie aux sels de platine), une capacité de réparation

augmentée, ainsi qu’une production accrue de métallothionéines.

b. Les fluoropyrimidines

La famille des fluoropyrimidines fait partie de la classe thérapeutique des anti-métabolites. Le
5-fluorouracile (5-FU), le plus couramment utilisé, interagit avec I’ADN et I’ARN. En effet,
I'uracile catabolisée par la thymidilate synthétase est le précurseur de la thymine, via sa
méthylation, qui est nécessaire a la synthése du brin d’ADN. Le 5-FU métabolisé en 5-fluo-
rodéoxyuridine 5’-monophosphate (FAUMP) va alors inhiber la thymidilate synthétase
empéchant ainsi la méthylation de 'uracile. Il va pouvoir également entrer en compétition
directement avec l'uracile et étre incorporé dans I’ARN, ayant pour conséquence la mauvaise
traduction des protéines. Tous ces effets anti-métaboliques vont donc étre a l'origine de

I'arrét du cycle cellulaire et de I'entrée en apoptose des cellules.

c. L’irinotécan

L’irinotécan est un inhibiteur de I’ADN topoisomérase de type I. Cette enzyme intervient lors
de différents processus tels que la réplication, la transcription, la réparation de I’ADN, la
condensation des chromosomes ainsi que leur ségrégation lors de la mitose. Son action est de
créer des coupures simples brin de I’ADN avant de les religuer par la suite. L'irinotécan et les
autres inhibiteurs de topoisomérases empéchent cette religation, ce qui aboutit a 'apoptose

des cellules.
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d. Les taxanes

Les taxanes (paclitaxel et docétaxel) sont issus initialement de I'écorce de I'if (Taxus baccata).
L'effet majeur des taxanes est de bloquer la division cellulaire en perturbant le fuseau
mitotique. Les taxanes favorisent I'assemblage des tubulines et les stabilisent inhibant leur
dépolymérisation et ainsi la dynamique des microtubules (Ringel and Horwitz, 1991). Cette
perturbation dynamique est a I'origine du blocage du cycle cellulaire en phase G2/M (Fabbri
et al., 2006). Le docétaxel (Taxotére®) a montré d’autres effets : au niveau de I'apoptose en
phos-phorylant la protéine Bcl-2, entrainant la dégradation de cette protéine anti-
apoptotique (Berchem et al., 1999), ou encore au niveau de I'angiogenése induite par les
cellules cancéreuses (Sweeney et al., 2001). Néanmoins, de nombreuses études ont montré
I'acquisition d’une résistance au docétaxel par des mécanismes d’échappement développés

par les cellules cancéreuses (Seruga et al., 2011).
e. Les essais cliniques

De nombreux essais cliniques de phase lll ont été réalisés a ce jour, que ce soit pour des
chimiothérapies adjuvantes ou des chimiothérapies palliatives pour les stades avancés, dont

la survie globale (OS) est de 9,5 mois.
2. De nouvelle génération (immunothérapie)

Les thérapies ciblées reposent sur le principe d’'une bonne connaissance des mécanismes
moléculaires impliqués dans le processus de tumorogenése. Parmi les voies de signalisation
les plus ciblées, on retrouve la voie des facteurs de croissance épidermique (EGF et HER) et la
voie du facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF) (Riquelme et al., 2015). Ces
deux voies sont les principales cibles d’anticorps monoclonaux dirigés contre les récepteurs
ou les ligands. Cette fixation d’anticorps entraine donc I'inhibition de ces voies de signalisation
impliquées dans la prolifération cellulaire, 'angiogenése, le blocage de I'apoptose ainsi que
I'invasion cellulaire. De nombreux essais cliniques utilisant ces anticorps monoclonaux sont
décrits dans la littérature (Riquelme et al., 2015). Cependant les thérapies ciblées n’ont pas
démontré, a ce jour, un taux de survie supérieur a celui de la chimiothérapie. Seul le
trastuzumab semble montrer une réelle efficacité, limitée uniqguement aux cancers gastriques

surexprimant la cible HER2 (ERBB2) qui ne représentent au maximum que 20 % des cas.
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D’autres formes de thérapies ciblées émergent également sous l'influence du projet The
Cancer Genome Atlas qui a permis d’identifier les différentes voies de signalisation impliquées
dans le processus de tumorogenese, et d’en comprendre leurs roles. Toutes ces nouvelles
thérapeutiques portent le suffixe «mab» (anti-corps monoclonal) et ciblent une voie
particuliére impliquée dans le processus cancéreux (Figure 8), comme précédemment cité

pour C-met et son ligand HGF.
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.EGEZ::,':::';E'S' + Trastuzumab VEGF Inhibitors:
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Figure 10 : : Voies moléculaires ciblées par les approches de thérapie ciblée utilisant des anticorps monoclonaux «mab»
(Riquelme et al., 2015).
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Chapitre 4 Oncogenese MSI

A. Découverte du phénotype tumoral MSI

Le mécanisme d’instabilité des microsatellites est décrit pour la premiére fois en 1993, dans
certains cancers colorectaux sous la forme de « mutations somatiques ubiquitaires » dans des
séquences homopolymérique (Perucho et al, 1993), (Aaltonen et al, 1993) (Thibodeau et al,

1993).

Le mécanisme observé dans ces tumeurs coliques avec instabilité des régions microsatellites
est similaire au défaut du mécanisme MutHLS chez Escherichia Coli, il est décrit comme
impliqué dans le contréle de la réplication de I’ADN. Il a ensuite été montré que le systéme
équivalent au mécanisme MutHLS chez ’'Homme était orchestré par les genes MLH1 et MSH2
situés sur les chromosomes 2 et 3, respectivement (Peltomaki et al, 1993 et Lindblom et al,
1993). Ce systeme fonctionne par l'intermédiaire de complexes protéiques qui sont impliqués
dans le systtme MMR (mismatch repair). Conséquence de la déficience du systeme de
réparation de I’ADN dans les tumeurs, I'accumulation des mutations se produit sous la forme
de délétions et d’insertions au niveau des séquences microsatellites (Fishel et al, 1993 ; Leach

et al, 1993 ; Bronner et al, 1994).

Ce phénotype tumoral, nommé RER (Replication Errors) ou MIN (microsatellite instability)

dans un premier temps a été renommeé phénotype MSI en 1997.

B. Le systeme MMR et les conséquences de sa déficience

1. Fonctionnement du systeme MMR

Dés 1953, Watson et Crick proposent, aprés avoir découvert I'architecture de la molécule
d’ADN, un modele semi-conservatif de la réplication. Confirmé quelques années plus tard,
I'interprétation de ce modele indique que lors de la réplication d’'une molécule mere d’ADN,
celle-ci en donne deux et chacun de ces nouveaux brins est formé a partir d’un brin matrice

issu de la molécule d’ADN meére. La réplication de I’ADN est assurée par 'ADN polymérase.

47




Cet enzyme réplique I’ADN a environ 50 nucléotides par seconde. Lors de la réplication, des
erreurs surviennent a la fréquence moyenne d'1 erreur toutes les 10° paires de bases. Mais
I’ADN polymérase est douée d’une capacité de relecture et de correction de ces erreurs grace
a son activité 3’>5’ exonucléase. Le taux d’erreur moyen peut alors étre diminué d’un facteurs

100 (Stojic et al, 2004 ; Kunz et al, 2009).

Malgré tout, il persiste des erreurs qui passeraient inapercues pour ’ADN polymérase. Un
second systéme joue alors le role de contrdle la qualité de la réplication : le systeme MMR. |l
est composé de protéines qui, en s’associant, vont identifier et réparer directement sur I’ADN
les erreurs de mésappariement suite a I'insertion ou la délétion (création de boucles) ou de
substitution de nucléotides. C'est un systéme trés conservé, depuis les bactéries jusqu’aux
mammiféeres. Appelé systeme MutHLS chez les bactéries, il est composé de trois protéines
principales MutS, MutL et MutH. Chez les mammiferes, ce systeme est composé de MSH2,
MSH3, MSH4, MSH5, MSH6, homologue de MutS et MLH1, MLH2, MLH3, PMS1 et PMS2,

homologues de MutL. Il n’existe aucun homologue de MutH chez les mammifeéres.

Les mésappariements de I’ADN sont reconnus par les complexe MutSa (MSH2-MSH6) ou
MutSB (MSH2-MSH3) en fonction de la structure du mésappariement. Les mésappariements
dUs a l'insertion ou la délétion de 1 a 2 nucléotides (création de structure en forme de boucles)
sont pris en charge par MutSa, les insertions ou délétions supérieures a 2 nucléotides sont
prises en charge par MutSB, pendant que l'autre brin est protégé vis-a-vis des exonucléases

par la protéine RPA (Replication protein Al).

Apres l'identification de ces mésappariements, le complexe MutLa formé par MLH1 et PMS2
subit une modification de sa conformation spatiale grace a une activité ATP dépendante
permettant sa mobilisation au niveau du mésappariement. MutLa va alors interagir avec la
protéines PCDNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) ce qui entrainera |'activation de I'activité
endonucléasique de PMS2 afin de rétablir la séquence d’origine. L’exonucléase EXO1 est
ensuite recrutée afin d’exciser le mésappariement. LADN polymérase est de nouveau

mobilisée afin de synthétiser le/les nucléotide(s) manquant correspondant (Li et al., 2016).
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Figure 11 : Les différents complexes du systéme MMR chez ’lhomme.

Selon le type de mésappariement différents complexes de réparation vont étre mis en place. Les complexes associent MSH2
a MSH6 ou MSH3 et MLH1 a PMS2 ou MLH3. Chaque complexe MMR est impliqué dans la reconnaissance et la réparation
des mésappariements de la molécule d’ADN en fonction de leur nature (mauvais appariement, insertion anormale d’un ou
de plusieurs nucléotides) (Duval et Hamelin, 2003).

2. Les conséquences de l'inactivation du systeme MMR

Le phénotype MSI est induit par la déficience du systéme MMR d a I'inactivation bi-allélique
d’un ou de plusieurs génes de ce systéme. La majorité des cancers MSI sporadiques trouvent
leur origine dans une inactivation épigénétique du promoteur de MLH1 (Kane et al, 1997 et
Veigl et al, 1998). Dans les cas héréditaires, ce sont majoritairement MSH2 et MLH1 qui sont
inactivés suite a une mutation germinale (Fishel et al, 1993, Nicolaides et al, 1994 et Bronner
et al, 1994). Ces inactivations induisent alors une accumulation importante de mutations dans
les séquences microsatellites (séquences formées par une répétition continue de motifs

composés de 1 a 4 nucléotides).
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Ces régions microsatellites sont difficiles a reproduire a I'identique lors de la réplication de
I’ADN. Il est établi que dans le phénotype MSI, c’est I'accumulation de mutations secondaires,
dans des génes en lien avec I'oncogenése qui est le phénomeéne transformant et non pas la

déficience du systeme MMR en lui-méme (Duval et Hamelin, 2003).

= Les microsatellites non codants

Une grande partie des mutations affectant les séquences microsatellites est localisée au
niveau des régions non codantes inter- ou intra-géniques (introns, régions 5" et 3° UTR). Les
régions UTR peuvent ainsi posséder des séquences répétées modifiées dues a la déficience du
systeme MMR. Ainsi, dans le cas de tumeurs MSI, I'expression de certains génes peut étre
impactée par la présence de ces mutations dans ces régions régulatrices et ainsi étre
impliquée dans le développement de ces tumeurs. Des études récentes ont en effet signalé
qgue I'expression de plus de 130 génes étaient altérée alors que des délétions de 1 ou plusieurs

nucléotides étaient identifiées dans leurs régions UTR (Yoon et al, 2013).

Par exemple, une instabilité au niveau d’un microsatellite localisé dans le promoteur du géne
MMP-3 (Matrix MetalloProteinase-3) a été associée a une perte d’expression de la protéine

correspondante dans des tumeurs colorectales MSI (Mordn et al, 2002).

Trés peu d’études se sont intéressées aux conséquences de mutations situées dans des
régions introniques. Néanmoins, nous pouvons citer quelques situations ou ces mutations ont
un impact sur la physiologie tumorale, touchant les genes MRE11, ATM ou encore HSP110.
Une description plus détaillée de ces phénoménes sera effectuée dans le chapitre consacré a

I’épissage alternatifs et ses altérations dans les cancers MSI.

= Les microsatellites codants

Environ 20% des génes humains contiennent au niveau de leur région codante une répétition
microsatellitaire supérieure ou égale a 7 nucléotides (El-Bchiri et al, 2008), ce qui rend tres
élevé le nombre potentiel de génes cibles de I'instabilité microsatellitaire, aussi appelés génes
cibles MSI. Les altérations au niveau de ces répétitions entrainent majoritairement un

décalage du cadre de lecture et I'apparition d’un codon stop prématuré au niveau du transcrit
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messager. Dans la majorité des cas, une inactivation fonctionnelle de la protéine
correspondante est observée, conférant un avantage sélectif a la cellule tumorale MMR-

déficiente (Woerner et al, 2005).

En 2002, un modele a été suggéré afin d’associer la fréquence mutationnelle au role du gene
cible dans la cellule tumorale. Ainsi, une classification des génes cibles MSI a été proposée
incluant les genes dits «transformers », dont les mutations sont soumises a une pression de
sélection positive et qui donc présentent un taux de mutation élevé et, d’autre part, les génes
dits «survivors», soumis a une pression de sélection négative et qui donc seraient mutés a trés

basse fréquence dans les cellules tumorales MSI (Duval et al, 2002).

Une grande partie des genes possédant une région microsatellite peuvent étre considérés
comme des points chauds de mutations dans les tumeurs MSI. Malgré tout, il semble que la
fréguence mutationnelle varie en fonction de certains parameétres tels que I'organe touché ou

la contribution du gene a I'oncogenése (Duval et al, 2002).

Divers travaux ont mis en avant la présence de mutations au niveau de régions microsatellites
codantes dans divers cancers (c6lon, estomac, endomeétre). On notera la présence de
mutations affectant des génes impliqués dans l'apoptose (APAF1, BAX, CASP5, ..), la
prolifération cellulaire (AXIN2, IGF2R, LMAN1, PTEN, ..) ou encore la signalisation et la
réparation des dommages a I’ADN (ATM, BLM, MLH3, MSH6, ...) (Imai et Yamamoto, 2008 et
Duval et al, 2002).

Phénomeéne intéressant, 'oncogéne MYB possede une séquence de 19 thymines située dans
I'intron 1 qui a été identifié comme une séquence régulatrice de sa propre élongation lors de
la transcription de ce géne. Il a également été montré que ce gene était surexprimé dans les
tumeurs MSI et potentiellement cela peut étre associé a un mauvais facteur pronostic

(Biroccio et al, 2001 et Hugo et al, 2006).
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C. Lesyndrome de Lynch

1. Découverte et définition

Le syndrome de Lynch est décrit pour la premiére fois en 1913 par Aldred Scott Warthin qui
voit |a une forme de prédisposition génétique au développement de tumeurs de plusieurs
sites (colon, estomac, endometre). Bien plus tard, c’est le docteur Henry Lynch qui décrira plus
précisément ce syndrome et I'appellera « syndrome des cancers familiaux ». Il fut ensuite
renommé HNPCC (hereditary non-polyposis colorectal cancer) puis syndrome de Lynch afin

d’inclure tout type de cancer, colique ou non.

Le syndrome de Lynch est une forme de cancer colorectal héréditaire sans polypose, de
transmission autosomique dominante ou HNPCC (Olschwang et al, 2004). Ce syndrome
augmente le risque de développer certains types de cancers, comme les cancers du cOlon et
du rectum mais aussi de I'estomac, l'intestin gréle, le foie, la vésicule biliaire, les voies urinaires,
le cerveau ou encore la peau. Il représente environ 5% des cancers colorectaux soit environ

10% des cas de CCR MSI (Hampel et al, 2005).
2.  Caractéristiques génétiques

Le syndrome de Lynch est maladie autosomique dominante, qui résulte de mutations
germinales dans un allele portant sur un des génes du systéeme de réparation des
mésappariements de I’ADN (majoritairement MLH1 et MSH2), le deuxieme évenement a
I'origine du disfonctionnement de ce systeme sera somatique. On signalera aussi I'existence
du syndrome cMMRD (Congenital mismatch repair deficiency) qui se distingue par des
mutations germinales des 2 alléles d’un méme géne MMR. D’aprés les informations recueillies
dans les bases de données (InSIGHT et ICGC), ces mutations sont majoritairement des
substitutions d’un seul nucléotide a I'origine de I'apparition de codon stop. On peut également

trouver des mutations de MSH6 ou PMS2 mais elles sont plus rares (moins de 10% des cas).

Pour les personnes atteintes du syndrome de Lynch, le risque de développer un cancer

colorectal au cours de sa vie est de I'ordre de 10% a 50 ans et 40% a 70 ans (ERISCAM, 2015).
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En effet, c’est environ a cette période que la mutation somatique sur le deuxieme alléle peut
intervenir de maniére aléatoire, induisant alors une inactivation de systeme MMR, une
augmentation du taux de mutations non prises en charge par le systéeme de réparation,
devenu défaillant, conduisant possiblement a une prolifération cellulaire non contrblée

susceptible d’entrainer un développement tumoral.

Plus récemment, il a été observé, chez deux patients non apparentés atteint de HNPCC,
I'absence de mutations sur les ggénes MMR. En revanche, il a été montré que le promoteur de
MLH1 était hyperméthylé entrainant une diminution de son expression de ce géne. Il s’avere
qgue I"hyperméthylation de ce promoteur est constitutionnelle car retrouvée dans les trois
feuillets embryonnaires indiquant alors que I'épimutation est constitutionnelle et serait
apparue de novo dans la lignée germinale de I'un des parents, ou trés t6t au cours du

développement de I'individu (Suter et al, 2004).
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Figure 12 : Mécanisme alternatif de prédisposition au cancer lié a des épimutations constitutionnelles d’apreés Suter et al,
2004. Certaines mutations sont causées par des altérations génétiques sous-jacentes agissant en cis a proximité du gene
affecté, elles présentent une transmission autosomique dominante.
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3.  Caractéristiques épidémiologiques du Syndrome de Lynch

Comme dit précédemment, le syndrome de Lynch expose a un risque majeur de développer
un CCR autour de 50 ans. |l est également connu que le géne impliqué a son importance dans
I'expression de ce syndrome. En effet, les individus porteurs d’une altération germinale du
géne MLH1 ou MSH2 ont généralement un risque plus élevé que ceux porteurs de mutations

sur MSH6 ou PMS2 et le plus large spectre clinique de cancers liés au syndrome de Lynch.

De plus, certaines études ont montré que les mutations touchant le gene MSH2
participeraient davantage au développement de tumeurs hors colon/rectum (Ramsoekh et al,
2009 ; Lin-Hurtubise et al, 2013). Il a aussi été montré que les mutations touchant le gene
EPCAM entrainerait un risque de développer un cancer colorectal comparable a celui de
patients portant une mutation dans le gene MSH2. De la méme manieére, il semblerait que le
développement de cancers gynécologiques soit favorisé dans le cas de mutations de MSH6
(Baglietto et al, 2010 et Bonadona et al 2011). Enfin, il a été observé que seulement 25% des
hommes et un tiers des femmes présentant une mutation du géne PMS2 seraient
diagnostiqués avec un cancer associé au syndrome de Lynch, soit un risque plus faible que les
autres cas de développer un cancer colique ou gynécologique (Senter et al, 2008). De la méme
facon, un syndrome de Lynch augmente également le risque de développer un cancer

gastrique (Kohlmann et Gruber, 1993).

Il @ aussi été montré que les patients atteints du syndrome de Lynch survivraient plus
longtemps que les patients atteints de tumeurs MSI sporadique. Néanmoins, cela pourrait
s’expliquer simplement par la prise en charge plus précoce de ces cancers a forme familiale

(Stigliano et al 2008).

De la méme maniére que les cancers colorectaux, la possibilité de développer un cancer
gastrique associé au syndrome de Lynch semble étre corrélée a une forme mutée du gene
MMR ainsi qu’au sexe. Il semble donc plus probable de développer un cancer gastrique
lorsque I'on est un homme et que les mutations touchent les génes MLH1 ou MSH2. Les
femmes semblent en effet présenter un risque plus faible entre 10 et 50 % contre 20 a 70%

pour les hommes (Kohlmann et Gruber, 1993).
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Il est a noter que les syndromes de Lynch ne sont pas cantonnés aux cancers colorectaux, aux
cancers gastriques ou aux cancers de I'endometre. On observe également, mais de maniere
moins fréquente, des tumeurs des voies urinaires, des ovaires, du pancréas, de l'intestin gréle

et du cerveau (Vasen et al, 1999).

4. Criteres d’identification du Syndrome de Lynch

= (ritéres anatomopathologiques

La majorité des cas de syndrome de Lynch apparaissent au niveau de la partie du colon droit
la plus proche de l'intestin gréle, le colon proximal. D’un point de vue histologique, ces
tumeurs présentent un fort infiltrat lymphocytaire ainsi que des follicules lymphoides aux
extrémités de ces tumeurs (type Crohn) (Umar et al, 2004). Ces tumeurs évoluent en grande
majorité a partir d’adénomes préexistants avec une augmentation de leur taille et une
progression rapide vers le carcinome en moyenne en |'espace de 3 ans contre 10 ans pour des
tumeurs MSI sporadiques. Ces tumeurs présentent une architecture en bague de chatons et

sont peu différenciées.

Les tumeurs gastriques sont divisées en deux types histologiques majoritaires (classification
de Lauren) (Lauren, 1965) : le type intestinal est caractérisé par la présence de cellules
cancéreuses bien différenciées et se développant lentement, alors que le type diffus présente

des cellules cancéreuses peu différentes et beaucoup plus agressives (Capelle et al, 2010).
= (ritéres génétiques

Aprés 1993 et la découverte de mutations spécifiques au syndrome de Lynch, la recherche de
ce phénotype MSI est réalisée en routine. Les criteres de dépistage ont été élargis apres la
conférence de Bethesda en 1997, avec une analyse plus spécifique et précise des genes
touchés. Avant cela, I'identification des syndromes de Lynch était basée uniquement sur des
données cliniques et familiales (criteres d’Amsterdam). De nos jours, un criblage moléculaire
systématique est mis en place pour identifier les cas qui échapperaient aux critéres cliniques

(Hampel et al, 2005).
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D. Les tumeurs MSI sporadiques

Contrairement au syndrome de Lynch, il est trés peu probable de retrouver des mutations
touchant les zones codantes des genes MMR dans les cas sporadiques. Quatre-vingt-dix
pourcent des cas de tumeurs sporadiques MSI sont dlis a une méthylation épigénétique du
promoteur du géne MLH1, avec pour conséquence la forte diminution ou |’absence
d’expression de la protéine correspondante (Kim et al, 2013). Il a été montré que 'inactivation
de ce géne par I'"hyperméthylation de son promoteur ne fonctionne que si cette méthylation
se situe dans la région proximale du promoteur, mais pas dans la partie distale (Moran et al,

2002).

En outre, il est peu fréquent, dans ces cancers, d’observer des mutations sur les séquences
codantes des génes MMR tel que MLH1 et MSH2, mutations beaucoup plus fréquentes dans

les cancers de formes familiales.
1. Cancers gastriques MSI sporadiques

Les cancers gastriques sporadiques MSI peuvent étre caractérisés par d’autres altérations
responsables de I'inhibition du systeme MMR, en plus de I’'hyperméthylation du promoteur
du géne MLH1. Il a été montré que la déficience du systeme MMR peut étre la conséquence
d’une infection par la bactérie Helicobacter pylori. Plusieurs travaux ont en effet montré que
des lignées cellulaires cancéreuses gastriques infectées par cette bactérie présentent une
diminution de I'expression des genes MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2 (Machado et al, 2009 ; Yao
et al, 2006).

Les mémes observations ont été faites chez des patients infectés par cette bactérie, en
comparaison de patients non infectés (Mirzaee et al, 2008). Il a aussi été montré que
I’élimination de cette bactérie entrainait un rétablissement de niveau d’expression de ces

génes dans les lignées cellulaires traitées (Di, 2005).

D’un point de vue clinique, plusieurs études ont évalué |'effet pronostic du phénotype MSI
dans les CG, toutes montrant que le statut MSI semble étre associé a une survie améliorée a
tous les stades par rapport aux cancers gastriques de type MSS (Lee et al, 2002 ; Beghelli et al,

2006).
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Ces résultats peuvent étre expliqués en partie par les critéres clinico-pathologiques des CG
MSI. En effet, outre I'association avec le type histologique intestinal, caractérisé par une
progression lente (Kim et al, 2011 ; Buhard et al, 2006), les cancers gastriques MSI sporadiques
sont associés a une faible capacité de métastases ganglionnaires et généralement de bas

grade (Shokal et Sharma, 2012).
2.  Autres cancers MSI sporadiques

Le développement des tumeurs dans les CCR MSI de type sporadique est majoritairement d{
a une altération épigénétique de MLH1, mais il existe également des mutations touchant les
genes MMR qui peuvent étre a I'origine de ces tumeurs. Dans certains cancers colorectaux et
de I'endometre, il a en effet été observé des mutations somatiques dans les ggnes MMR ainsi
gue dans que dans le gene codant I’ADN polymérase POLE, a I'origine d’'un nombre important
d’erreurs lors de la réplication de ’'ADN (Mensenkamp et al, 2014 ; Haraldsdottir et al 2012).
Il est a signaler que dans le cas de ces cancers, la seule présence de mutations de I’ADN
polymérase n’est pas synonyme de développement tumoral ; il faut que celle-ci soit associée
aux mutations des genes MMR. Une étude a également montré que dans un peu plus de 75%
des cas de cancers MSI sporadiques on retrouvait une hyperméthylation du promoteur et dans
les 25% restant c’était des mutations somatiques touchant MLH1, MSH2, MSH6 ou encore
PMS2 (Cancer Genom Atlas, 2012). De maniére intéressante, on peut également trouver
d’autres mécanismes de dérégulation du systeme de réparation des mésappariements de
I’ADN : Une dérégulation de I'expression de ces genes par le miR-155 dans des tumeurs MSI
sans causes antérieures connues d'inactivation somatique du systtme MMR ou encore tri-
méthylation de |'histone H3 sur la Lysine 36 (H3K36me3) nécessaire au recrutement du
complexe MutSa. Ainsi, les cellules dépourvues de cet enzyme sont caractérisées par une

instabilité de leurs régions microsatellites.

D’un point de vue clinique, on peut signaler que les tumeurs colorectales MSI sporadiques
sont retrouvées plus fréquemment chez les femmes que chez les homme (2 pour 1) de plus

de 70 ans.
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Enfin, d’un point de vue histologique, les tumeurs colorectales sporadiques MSI sont assez
similaires aux cellules tumorales des cancers colorectaux associées au syndrome de Lynch : on
observe des cellules mucineuses peu différenciées ainsi qu’une infiltration lymphocytaire. On
peut également noter que de nombreuses études montrent que les cellules tumorales des
cancers colorectaux MSI sporadiques se développent a partir d’adénomes sessiles, résultant
d’une hyperplasie des cryptes (Jass et al, 2002 ; Makinen et al, 2007). Des études suggerent
également que les CCR MSI sporadiques se développent d’'une maniere différente des CCR LS

(adénomes préexistants) (Chan et al, 2003 ; Xang et al, 2003).

Concernant la valeur pronostique du statut MSI, il a été montré que les patients atteints d’un
des cancers colorectaux MSI ont un meilleur taux de survie que les patients MSS de méme
stade (Samowitz et al, 2001 ; Sinicrope et al, 2006). Ces résultats sont retrouvés dans une
méta-analyse, de 32 études incluant 1277 tumeurs colorectales MSI parmi un total de 7642
patients tous stades confondus (Popat et Houlston, 2005). Il a aussi été montré que le meilleur
pronostic dans les tumeurs MSI est plus lié a un stade précoce qu’a un stade avancé (Roth et
al, 2012). En effet les tumeurs MSI sporadiques de stade 4 font exceptions a cette regle
(pronostic plus sévere comparé aux tumeurs MSS de méme stade), malgré le potentiel

métastatique réduit des tumeurs MSI (Koopman et al, 2009 ; Malesci et al 2007).

Il est a noter également qu’une mutation récurrente (p.Val600Glu) située au niveau du gene
BRAF est régulierement retrouvée dans les cancers MSI sporadiques et que celle-ci est absente
dans les tumeurs colorectales associées au syndrome de Lynch et cette mutation pourrait
étre a I'origine d’effets délétéres dans ce contexte (Venderbosch et al, 2014 ; Goldstein et al

2014).

E. Détermination du statut MSI

De par son aspect pronostique, la détermination de phénotype RER (Replicative ERror) est
aujourd’hui réalisée en routine. En effet, comme précédemment souligné, les tumeurs MSI
sont associées a un meilleur pronostic comparé au phénotype MSS du fait de leurs

caractéristiques clinico-pathologiques (immunogeéne, faible potentiel métastatique).
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Deux techniques complémentaires sont utilisées en routine pour déterminer le phénotype
RER : la structure des séquences microsatellites est analysée par PCR (réaction en chaine par

polymérase) et I’expression des protéines MMR par IHC (immunohistochimie).

1. Diagnostic par PCR

Aprés la conférence de Bethesda en 1997, la caractérisation du statut MSI reposait sur
I’'analyse comparative des produits d’amplification par PCR, obtenus a partir de ’ADN tumoral
et de ’ADN normal du patient. La PCR est réalisée afin d’amplifier 5 régions microsatellites: 2
marqueurs mononucléotidiques (BAT25 et BAT26) et 3 marqueurs dinucléotidiques (D55346,
D2S123 etD17S5250). Les instabilités touchant au moins 2 des 5 marqueurs sont appelées MSI-
H (high), et celles ayant une instabilité sur un seul marqueur, MSI-L (low). Les tumeurs a
microsatellites stables (MSS) sont celles ne présentant d’instabilité sur aucun des 5
microsatellites. Les tumeurs MSI-L et MSS ont ensuite été regroupées sous le méme nom MSS
du fait qu’aucune des caractéristiques cliniques ne parvenaient a les différencier. Les criteres
pour reconnaitre les tumeurs MSI ont été révisés en 2002, recommandant alors d’utiliser en
priorité des marqueurs mono nucléotidiques (BAT25, BAT26, NR21, NR22 et NR24) qui, en plus
d’étre tres sensibles et spécifiques, ont I'avantage d’étre quasi monomorphes (c’est-a-dire
présentant trés peu de variantes de taille dans la population générale), si bien que I'analyse
comparative de ’'ADN constitutionnel des patients n’est plus indispensable [3]. Une tumeur
est considérée comme MSI si elle montre une instabilité d’au moins 3 de ces 5 microsatellites
mono nucléotidiques. Cette méthode reconnue au niveau international est connue en France

sous le nom de pentaplex.

Il est également a noter que cette méthode de diagnostic présente quelques limites ; on peut
en effet signaler un possible manque de sensibilité et de spécificité du fait d’un certain
polymorphisme dans la population mondiale pouvant mimer le phénotype MSI dans certaines
situations (faux positifs), ainsi que des alléles rares, en dehors des zones de polymorphismes

fréquents qui peuvent échapper a I'analyse (faux négatifs).
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Figure 13 : Détermination du statut MSI des tumeurs par PCR (pentaplex). Mise en évidence de I'instabilité microsatellitaire
par génotypage en fluorescence suite a la coamplification de cinq marqueurs (BAT25, BAT26, NR21, NR24 et NR27). Les
produits amplifiés sont séparés par électrophorése sur gel capillaire. Dans un contexte tumoral MSI, les délétions au niveau
de ces microsatellites entrainent I"apparition de pics (indiqués par une fleche). Adapté de Bustamante et Chabot-Richards,
2015.

2.  Analyse immunohistochimique

L'immunohistochimie représente une alternative ou un complément de I'allélo-typage des
microsatellites, qui permet la détermination indirecte du phénotype MSI en mettant en
évidence la perte d’expression d’'une ou plusieurs (combinaison de MLH1-PMS2 ou MSH2-

MSHS6) protéines issues d’un des génes du systeme MMR dans la cellule tumorale.

Pour étre compléte, cette analyse nécessite I'emploi de 4 anticorps dirigés contre les protéines
MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2. Cette peut étre intégrée au tests de routine d’IHC réalisés en
pathologie et est moins colteuse que I'allelotypage des microsatellites. De plus, elle permet
de « cibler » le gene MMR en cause et donc d’orienter la recherche de la mutation

constitutionnelle dans les familles prédisposées au syndrome de Lynch.
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Figure 14 : Détermination du statut MSI des tumeurs par immunohistochimie. Immunomarquages des protéines MLH1,
MSH2, MSH6 et PMS2. Un marquage positif dans I'épithélium colique normal adjacent peut étre observé du fait des cellules
normales contaminantes. Adapté de « immunohistochimie des proteines mmr » de Frédéric Bibeau.

3.  Valeur prédictive du statut MSI

Plusieurs facteurs moléculaires ont été mis en évidence comme pouvant influencer le
pronostic des cancers colorectaux, dont la déficience du systeme MMR, le phénotype CIMP
ainsi que les mutations des oncogénes BRAF et KRAS. Les tumeurs MSI sporadiques, et non
héréditaires, portent fréquemment une mutation somatique activatrice p.Val600Glu (p.V600E)
dans I'exon 15 de I'oncogeéne BRAF. Cette mutation est présente dans environ 35% des

tumeurs MSI et 5% des tumeurs MSS colorectales.
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4. Protocoles de traitements spécifiques aux cancers MSI —

Immunothérapies

Il s"avere que les protocoles de chimiothérapie des patients atteints de CCR MSI ne different
pas des protocoles spécifiques aux tumeurs MSS. Rapidement, en Europe, les patients atteints
d’une CCR de stade 2 sont traités par chirurgie, certains patients atteints d’un CCR de stade 2
peuvent recevoir une thérapie adjuvante afin de diminuer les risques de rechutes. Une
chimiothérapie adjuvante est prescrite aux patients de stade 2 et 3. Aux Etats-Unis, seuls les
CCR de stade 3 sont traités par chirurgie et chimiothérapie. Les stades 4 peuvent avoir une
chimiothérapie non adjuvante en plus. Les CCR MSI sont rarement de stade 4 au moment du

diagnostic.

Les trois agents chimiothérapeutiques utilisés en routine chez les patients atteints de CCR sont
le 5FU, I'oxaliplatine et I'irinotécan. Il a été observé qu’en comparaison des tumeurs coliques
MSS, les tumeurs MSI avaient une résistance supérieure a ces drogues, et ont méme été
clairement remises en question chez ces malades en raison d’un gain de survie nul en

comparaison d’une absence de chimiothérapie.

Le traitement FOLFOX est une combinaison de 5FU, d’acide folique et d’oxaliplatine. Il est
considéré aujourd’hui comme un standard dans le traitement des tumeurs colorectales quel
gue soit le phénotype moléculaire de la tumeur (MSI ou non). Une étude a permis de montrer
une survie sans récidive significativement supérieure chez les patients traités par FOLFOX
versus 5FU seul lorsque la tumeur était MSI. On peut alors supposer qu’au minimum, I'ajout
de I'oxaplipatine et de I'acide folique compenserait les effets négatifs du 5fU seul et pourrait

donc étre un médicament d’intérét dans ces tumeurs.

Récemment, la détermination du statut MSI peut orienter le patient vers un traitement par
immunothérapie (anti-PDL1) (révision avril 2018, Thésaurus National de Cancérologie

Digestive).
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Chapitre 5 Epissage alternatif

et cancer

A. Généralités sur I'épissage alternatif

Suite a la transcription, le transcrit primaire ou ARN pré-messager subit une maturation en
ARNm avant d’étre exporté du noyau vers le cytoplasme, qui est le lieu de sa traduction en

protéines.

Ce phénomeéne de maturation comprend trois étapes simultanées a la transcription par I’ARN
polymérase Il. Le transcrit acquiert une coiffe 7-méthyl-guanosine a son extrémité 5’ ; une
polyadénylation a lieu a son extrémité 3’ ; et les séquences non codantes, ou introns, sont
éliminées. Cette derniere étape, nommeée épissage constitutif, est cruciale pour la grande
majorité des genes codant des protéines. Les processus de transcription et d’épissage

apparaissent comme deux étapes indissociables spatialement et temporellement.
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Figure 15 : lllustration des mécanismes de transcription et de maturation de ’ARN pré-messager (Samaan et al. 2013).

En outre, I'épissage est sujet a de nombreuses variantes, ou épissages alternatifs (EA).
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Cing types principaux d’EA sont observés :

e Un exon peut étre inclus ou exclu du transcrit.

e Des exons peuvent étre mutuellement exclusifs, c'est-a-dire que le transcrit ne

contiendra qu’un seul des différents exons possibles.

e Unintron peut également étre retenu.

o |l peut exister des extrémités 5 ou 3’ alternatives, ce qui a pour conséquence,

I’'obtention d’exons de taille différente ou en nombres différents.

e Des promoteurs et des sites de polyadénylation alternatifs contribuent aussi a la

diversité des transcrits codés par un seul gene.

L’EA concerne entre 80 et 90% des génes humains (Nilsen et Graveley, 2010; Wang et al, 2008).
Il permet de produire plusieurs transcrits distincts (six a huit en moyenne) a partir d’un seul
géne, et participe ainsi a la diversité protéique, en faconnant a partir du méme pré-ARNm, des

transcrits différents codant des protéines aux fonctions variées.

Plusieurs études ont montré qu’environ 75% des événements d’EA affectent des régions
codantes, c’est-a-dire qu’a terme, il est possible d’observer des changements d’acides aminés
ou des délétions de segments protéiques plus ou moins grands, conduisant possiblement a
des pertes ou des gains d’activités (Black et Grabowski, 2003; Blencowe, 2006; Matlin et all,
2005). Ces isoformes protéiques peuvent avoir des fonctions identiques ou différentes (voire
antagonistes), étre requises de maniére transitoire ou traduire une adaptation pathologique
(Kim et al, 2008; Nilsen et Graveley, 2010). L'EA est trés finement régulé en fonction du type
cellulaire ou du stade de développement. Les mécanismes de I'épissage différentiel

impliquent les mémes éléments régulateurs que I'épissage constitutif.
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Figure 16 : Représentation des différents types d’épissage alternatif. (Ghigna et coll., 2008)

B. Les séquences spécifiques de I'épissage

L’excision d’un intron d’un ARN pré-messager se déroule en deux étapes successives, chacune
impliquant une réaction de trans-estérification. Trois déterminants de séquence sont requis :
le site d’épissage en 5’ ou site donneur (5’SS pour 5’ splice site), le site d’épissage en 3’ ou site
accepteur (3’SS pour 3’ splice site), qui sont situés a la jonction exon-intron, respectivement
en 5’ et 3’ de 'intron, et le site de branchement BPS (branch point site), en amont du site 3’

accepteur. Des éléments de séquence conservés caractérisent ces sites.

Site d’ épissage 5’ Sitede Site d’épissage 3’
= site donneur branchement = site accepteur

l Intron 1 l

Y

'

” '
. - N ’ -

'

'

'
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Figure 17 : Séquences consensus des sites d’épissage. Il existe des séquences consensus pour les sites d’épissage en 5’ et
3’, et pour le site de branchement. La taille des lettres pour chaque position est proportionnelle a la fréquence de la

présence du nucléotide a cette position. (McManus & Graveley, 2011).
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La réaction de trans-estérification a lieu au sein d’un complexe d’épissage, appelé spliceosome,

dont I'assemblage et le fonctionnement requiérent des ribonucléo-protéines (snRNP pour

uridine-rich small nuclear ribonucleo-proteins), ainsi que plus de 300 polypeptides.

Les snRNP sont constituées d’une molécule d’ARN (snRNA pour small nuclear RNA) complexée

avec sept protéines Sm (Smith) ou apparentées et quelques autres protéines spécifiques

(Nilsen, 2003). Il existe 5 snRNA nommées U1, U2, U4, U5, U6 (Will et Luhrmann, 2011). Les

fonctions du spliceosome sont la reconnaissance des sites d’épissage et les étapes couplées,

d’élimination des introns et de re-ligation des exons.
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Figure 18 : Représentation simplifiée de I'assemblage du splicéosome. Différents complexes sont décrits : les complexes E,

A, B, Bact (activé), C et P. (Will & Liihrmann, 2011)
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Figure 19 : Structure secondaire des snRNA et protéines composant les snRNP chez ’Homme. En gris est noté si les snRNP
sont associées avec des protéines Sm (B/B’, D3, D2, D1, E, F, et G) ou des protéines LSm (LSm2-8). (Will & Liihrmann,
2011)

C. Les séquences et facteurs régulateurs de I’épissage

Les sites d’épissage sont des séquences courtes et dégénérées (Burge et al, 1998). Les introns
sont, dans la plupart des cas, de longues séquences. Cependant, I'épissage est un mécanisme
tres fidele, ceci grace a I'existence de signaux additionnels, des facteurs trans et des séquences
en cis. Quatre niveaux de régulation de I'épissage alternatif peuvent étre considérés : les
protéines SR, qui sont des activateurs d’épissage, les protéines hnRNP (heterogenous nuclear
ribonucleo-proteins), qui sont des répresseurs d’épissage, les snRNP et les éléments cis-

régulateurs.
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Figure 20 : Représentation des principaux facteurs de régulation agissant en cis ou en trans. Les séquences cis-régulatrices
sont situées dans les exons (ESE/ESS) ou dans les introns (ISE/ISS). Les protéines SR et hnRNP peuvent interagir avec les
séquences en cis (Lee and Rio 2015).

Les séquences cis-régulatrices sont classées selon leur localisation et selon leur effet sur

I’épissage. On discerne ainsi :

e Les séquences ESE (exonic splicing enhancer) et ESS (exonic splicing silencer), situées

au niveau des exons.

e Les séquences ISE (intronic splicing enhancer) et ISS (intronic splicing silencer), situées

au niveau des introns.

e Les ESE et ISE sont des séquences régulatrices qui permettent le recrutement de

certaines protéines a effet positif, favorisant ainsi la reconnaissance du site d’épissage.

o Les ESS et les ISS sont quant a elles, des séquences régulatrices négatives induisant
généralement une répression de I'épissage par la liaison de protéines qui diminuent

I'efficacité de reconnaissance du site d’épissage par le spliceosome (Adams et al, 1996).

Les protéines SR et apparentées sont caractérisées par leur structure modulaire. Il existe
douze membres dans la famille des protéines SR (Manley et Krainer, 2010). Elles comportent
en position C-terminale, un domaine RS riche en sérines et en arginines, de longueurs variables,
phosphorylé de facon réversible, et en position N-terminale, un a deux domaines de liaison a

I’ARN, nommés RRM pour RNA recognition motif (Graveley, 2000).
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Les protéines SR participent a la reconnaissance du site d’épissage en 5’, facilitent ou
stabilisent I'assemblage du complexe au site d’épissage en 3’, et sont impliquées dans le
rapprochement des sites d’épissage en 5’ et 3’. Les protéines SR comportent un domaine RS
riche en sérines et en arginines et en N-terminal un a deux domaines de liaison a I’ARN (= RRM
pour RNA recognition motif) (Aenkoe, 2014). Elles sont nommées SRSFs (pour SR Splicing
Factor) numérotées de 1 a 12. Elles assurent les interactions entre des facteurs liés au site
d’épissage en 5’ et d’autres liés au site en 3’ en amont, et permettent ainsi de délimiter les

exons.

Pour remplir cette fonction, les protéines SR interagissent de fagon spécifique avec les
séquences activatrices ESE (Shen et Green, 2004). Certaines protéines SR font la navette du

noyau jusqu’au cytoplasme (SRSF1) ; d’autres ne le font pas (SRSF2).

Environ 35% des événements d’épissage alternatif générent des transcrits avec des codons
stop prématurés, qui pourront étre dégradés par le NMD (Nonsense Mediated mRNA Decay)
(Green et al. 2003). Plus généralement le NMD permet le controle de la qualité des ARNm. Ce

mécanisme est couplé a la traduction (Maquat and Carmichael 2001).

Les protéines principales du NMD sont Upfl, Upf2 et Upf3. Le NMD va reconnaitre et dégrader
les transcrits présentant un cadre ouvert de lecture tronqué di a I'apparition d’un codon stop
prématuré (=PTC : Premature Termination Codons). Ces PTCs résultent d’une erreur dans la
transcription ou dans I'épissage, d’'une mutation ou d’un décalage du cadre de lecture. Upfl a

un role de reconnaissance des PTCs sur I’ARNm. Upf2 et Upf3 modulent I'activité d’Upf1.

Plusieurs mécanismes de reconnaissance d’un PTC existent. Un codon stop « normal » se
distingue d’un PTC par la présence en aval du complexe de reconnaissance de la derniere
jonction exon-exon (EJC pour Exon Junction Complex). L'EJC est une marque résiduelle de
I’épissage situé 20 a 24 nucléotides en amont de la jonction exon-exon (Le Hir et al. 2000).
Dans les transcrits présentant un PTC, le complexe EJC reste associé a I’ARNm et est détecté
par Upfl. Un PTC augmente la distance entre le ribosome et la terminaison de la traduction
et la queue poly(A). La conformation des particules ribonucléo-protéiques (mRNP pour
messenger ribonucleoprotein) contenant le transcrit est alors reconnue comme anormale. Un
signal positif de la particule PABP (Poly(A) binding protein), une mRNP, fixée a la queue poly(A)

entraine la traduction du transcrit.
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Figure 21 : Représentation du mécanisme de dégradation des ARNm non-sens. (Baker and Parker 2004)

D. Epissage alternatif et pathologies

L’épissage fait intervenir de nombreux éléments (splicéosome, facteurs cis, facteurs trans)
pouvant chacun étre a l'origine de dérégulation. Des défauts d’EA sont retrouvés dans
différentes maladies. Environ 15% des mutations induisant une maladie génétique affectent

I’épissage du pré-ARNm (Krawczak et al. 1992).
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A. Mutations dérégulant I'épissage alternatif
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Figure 22 : Epissage et pathologies. D’aprés Singh et Cooper, 2012. A. Les éléments cis basiques sont indiqués : site
d’épissage 5’ et 3’ (représentés par GT et AG), la séquence polymiridique (Y), point de branchement (A) et séquences
régulatrices (ESE, OSE, ESS et ISS), B. Mutations affectant le ratio d’isoforme d’un géne, C. Mutations au sein d'introns
pouvant conduire a l'inclusion de séquences introniques (indiquées par des rectangles en pointillés rouges), créer un
nouveau site d’épissage ou un nouveau site régulateur (indiqué par un astérisque). Les lignes pointillées bleues indiquent
le schéma d'épissage normal, tandis que les lignes pointillées rouges indiquent le schéma d'épissage provoqué par la
mutation.

= Dans les cancers

Des défauts d’EA sont impliqués dans différentes maladies, et concernent soit des genes
spécifiques dans le cas de maladies héritées, soit des génes variés. Un certain nombre
d’articles a montré un lien entre une modification de I'épissage alternatif et la survenue d’un

cancer (Brinkman, 2004).
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Un cancer peut émerger du fait d’anomalies génétiques, correspondant a des mutations au
niveau des sites d’épissage ou au niveau des séquences cis-régulatrices, avec pour
conséquence, la modification de I'épissage d’un géne unique ; ou bien peut étre lié a des
altérations de I'expression des protéines d’épissage, controlant la sélection des sites
d’épissage. Les mutations au niveau des sites d’épissage représentent au moins 10 a 15% de

toutes les mutations qui surviennent dans le cancer (Béroud et al, 2005).

D’autres mutations affectent les séquences de régulation de I'épissage. Un certain nombre
d’altérations décrites dans le cancer touchent des oncogénes (Brinkman, 2004 ; Dominguez et
al, 2006). De plus, on retrouve certains de ces oncogenes impliqués dans des modifications
d’EA (Pospisil et al, 2006). Des genes suppresseurs de tumeur peuvent étre inactivés, certains
affectant I'EA d’autres génes. Les processus de transcription et d’épissage des pré-ARNm sont
régulés par plusieurs protéines qui peuvent étre mutées dans les cancers (Auboeuf et al, 2007 ;
Sanchez et al, 2008). Le catalogue « Cancer Gene Census » décrit un certain nombre de genes
codant des protéines d’épissage, qui sont porteurs de mutations et impliqués dans le cancer
(http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/Census). Un certain nombre de protéines d’épissage
sont surexprimées dans les cancers (Grosso et al, 2008 ; Karni et al, 2007), parmi lesquelles se
trouvent des protéines SR et apparentées (SRSF1, SRSF2, SRSF3, SRSF5, SRSF6, SRSF10) et des
protéines hnRNP (HNRNPA1, HNRNPA2B1, HNRNPF, HNRNPK, HNRNPL). De plus, I'altération
de I'expression de certains génes impliqués dans I'assemblage du spliceosome a été observée

dans des lésions précancéreuses du sein (André et al, 2009).

En outre, I'expression anormalement élevée d’un géne pourrait compromettre la disponibilité
d’un facteur de régulation, et ainsi changer les profils d’épissage des pré-ARNm. Les
altérations dans les profils d’EA observées dans les cancers menent parfois a I'apparition de
nouvelles isoformes. Dans d’autres cas, les isoformes correspondent a celles exprimées dans
d’autres types cellulaires ou a des étapes précises du développement. Le plus souvent, les
altérations d’épissage provoquent des différences dans I’'abondance relative d’isoformes déja
exprimées dans ce type de tissu. Parmi ces changement, nombreux sont ceux qui n’auront
aucun impact fonctionnel sur la cellule, d’autres, par contre, provoqueront un avantage
sélectif en neutralisant les signaux visant a freiner sa prolifération et a provoquer sa mort, ou

en favorisant une meilleure dissémination dans I'organisme (Revil et al, 2006).
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On peut noter également I'existence de résistances, spécifiques a certains traitements,
associées a des épissages alternatifs (Dehm, 2013). Plusieurs études ont noté |'existence de
différences dans les profils d’EA entre tissus normaux et cancéreux, notamment dans le cas
du cancer colorectal (Gardina et al, 2006; Thorsen et al, 2011). L’'expression des protéines SR
et hnRNP est altérée dans des adénocarcinomes du colon (Ghigna et al, 1998). Les variants
d’épissage pourraient constituer des biomarqueurs du cancer (Omenn et al, 2013), mais aussi

des cibles thérapeutiques (Miura et al, 2012).

Plus spécifiquement, dans les cancers MSI, le gene MRE11 a été décrit comme cible de cette
instabilité en 2004. En effet on observe la présence d’une délétion au niveau du microsatellite
T11 situé en amont de I'exon 5. Localisée au niveau d’un site accepteur d’épissage, cette
mutation entraine le saut de I’'exon suivant (exon 5) et la production d’un transcrit aberrant.
Ce transcrit est responsable d’une perturbation de la réparation des cassures double brin de
I’ADN dans les cancers colorectaux (Giannini et al, 2004). Il a également été décrit un
phénoméne similaire au niveau de sites accepteurs d’épissage du géne ATM aboutissant a la
formation d’un transcrit aberrant. Le géne ATM code une serine-thréonine kinase impliquée
dans la signalisation des cassures double brin de I’ADN et dans la surveillance de I'intégrité du
génome. Les épissages alternatifs aberrants sont un saut de I'exon 6 dans les cancers
gastriques et des sauts des exons 8 et 12 dans les cancers colorectaux MSI. De plus, il est
également décrit une diminution de I'expression de la protéine sauvage dans les tumeurs
portant ces mutations ainsi que la production d’une protéine tronquée (Kim et al, 2013 ; Ejima
et al, 2000). D’autres mutations affectent une région microsatellite intronique du géne codant
la protéine HSP110. Sous le contrdle de délétions somatiques au niveau du microsatellite T17
en amont de I'exon 9, I'épissage du transcrit sauvage est perturbée au profit du transcrit
mutant dépourvu d’exon 9 et possédant un codon stop prématuré dans I’exon 10 en raison
du décalage du cadre de lecture induit par le saut d’exon. Ce transcrit alternatif code une
forme tronquée de la chaperonne HSP110, ne possédant que son domaine de liaison a I’ATP.
La mutation entraine alors une perte d’expression du transcrit sauvage HSP110 corrélée a la
taille de la délétion au niveau du microsatellite T17. Ces délétions favorisent un épissage
aberrant qui atteint un plateau lorsqu’une perte allélique supérieure ou égale a 5 paires de

bases est atteinte, entrainant une perte totale de I'expression du transcrit sauvage.
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A l'inverse, I'expression du mutant délété de I'exon 9 ne semble pas augmenter en fonction

de la taille de la délétion suggérant une contre régulation par le NMD (Dorard et al, 2011).
= Dans d’autres pathologies

Plus spécifiquement, dans les maladies par expansion de triplets qui représentent plus de 40
troubles neurologiques différents a I'origine d’altérations de I'épissage en lien avec une
élongation de ces séquences (Groh et al, 2014). Plusieurs maladies, dont la dystrophie
myotonique de type 1 et au moins deux types d’Ataxie spino-cérebelleuse, impliquent une
mauvaise régulation de I'épissage due a la séquestration de protéines de liaison a I'ARN par
des répétitions étendues dans les régions microsatellites correspondantes (Echeverria et
Cooper, 2012 ; Galka-Marciniak et al, 2012). Ces effets ont également été observés dans la
maladie de Huntington. En effet, le fragment N-terminal tronqué, toxique, de la protéine HTT
mutante est généré par un épissage alternatif défectueux dépendant de la longueur de la

séquence de microsatellite « CAG » (Sathasivam et al, 2013).
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Objectifs des travaux de these
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Ces travaux de recherches ont été réalisés sous la direction du Dr. Laurent Corcos et du Pr.
Cédric Le Maréchal au sein de I'équipe ECLA (Epissage-Cancer-Lipides-Apoptose), dans le
laboratoire de Génétique, Génomique Fonctionnelle et Biotechnologies (Unité Inserm UMR

1078) du Dr. Emmanuelle Génin, a Brest.

Le premier axe de ce projet a consisté a rechercher I'existence de variations génomiques
fréquentes dans le cancer gastrique chez 'Homme, en particulier des mutations pouvant
affecter I'épissage des ARN pré-messagers pour produire des transcrits alternatifs. Parmi ces
ARN, nous émettons I’hypothése que certains pourraient étre associés a la cancérogenése du

tissu gastrique.

La seconde partie a consisté a identifier des genes dont I'expression modifiée pourrait étre
associée a une grande susceptibilité accrue a développer un cancer gastrique et/ou a rendre

compte d’'une réduction de I'efficacité des traitements anticancéreux
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Résultats I
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Article

Microsatellite instability linked mutations drive altered pre-mRNA splicing in cancer.

Gaél Quéré, Catherine Le Jossic-Corcos, Brigitte Simon, Danielle Arzur, Jean-Philippe Metges,

Cédric Le Maréchal* and Laurent Corcos*

Objectifs de I'étude

Ces travaux de recherches ont eu pour but d’identifier des mutations susceptibles d’altérer
I’épissage dans les cancers gastriques avec comme parameétres d’étre a la fois récurrentes

(>5%) et positionnées dans des régions supposées importantes pour le controle de I'épissage.

Le programme International Cancer Genome Consortium (ICGC), a été initié en avril 2008 et
avait pour objectif de mettre a la disposition de la communauté scientifique une base de
données recensant les mutations somatiques caractéristiques de 50 cancers ou sous-types de

cancers, considérés comme les plus préoccupants aux plans clinique et sociétal.

Afin d’identifier les mutations somatiques retrouvées dans les cancers gastriques, deux bases
de données représentées par deux projets distincts ont été compilées : le projet STAD-US
regroupant les données d’adénocarcinomes de I'estomac et le projet ESAD-UK pour les
adénocarcinomes de I'cesophage. Le projet STAD-US regroupe les données de 443 Tumeurs

dont 289 ayant bénéficié d’un séquencage entier de leur génome.

Nous avons ainsi pu identifier deux mutations affectant respectivement le gene DNAJC18
codant une protéine chaperonne (HSP40), ainsi que le géne LMAN1 codant une protéine
transmembranaire dénommée ERGIC-53, une protéine principalement exprimée au niveau
des membranes du compartiment intermédiaire, ou ERGIC, un compartiment tubulo-
vésiculaire situé entre le réticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi. Dans ces deux cas,
les mutations se caractérisent par la délétion somatique d’'un nucléotide dans une région

microsatellite au niveau du site accepteur d’épissage de I'intron.
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Nous avons ensuite analysé les transcrits codant ces protéines dans une série de cancers
gastriques et coliques (et de quelques autres) de phénotype MSI (« MicroSatellite instability)
et MSS (MicroSatellite Stability). Nos résultats montrent qu’il existe un lien entre le phénotype
MSI et I'apparition des transcrits alternatifs caractérisés par le saut de I’exon suivant, dans la
séquence, la région microsatellitaire intronique. Le transcrit aberrant contient alors, au niveau
de I’exon 3 pour DNAJC18, et de I'exon 9 pour LMANI1, un codon stop prématuré et code
potentiellement une forme mutante tronquée de la protéine correspondante. On peut
signaler que le transcrit mutant de DNAJC18 (détecté dans la lignée cellulaire HCT116) ne

semble pas étre sensible au nonsense-mediated mRNA decay (NMD).

Afin d’étudier les mécanismes mis en jeu par ces mutations MSI, plusieurs minigenes ont été
construits a partir des séquences d’intérét, puis transfectés dans des cellules cancéreuses MSI

et NON-MSI.
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Microsatellite instability linked mutations drive altered pre-mRNA splicing in cancer

Gaél Quéré, Catherine Le Jossic-Corcos, Brigitte Simon, Danielle Arzur, Jean-Philippe Metges,

Cédric Le Maréchal* and Laurent Corcos*

Abstract

Microsatellite (MS) sequences are short repeated nucleotide stretches of 6 or more
nucleotides preferentially located within introns, often in the vicinity of intron-exon
boundaries. In this study, we addressed the possibility that such sequences could influence

pre-mRNA splicing decisions, such as altering the rates of exon inclusion.

Microsatellites instability (MSI) accounts for about 20% of gastric cancers. Upon analyzing
gastric cancer data from the TCGA databases (esophagus, n=203 and stomach, n=289), we
sorted out those 200 gene mutations that were highly frequent, at least 5%. Among these, we
selected 8 mutations localizing in close proximity to splice acceptor sites (genes ATL3, DDX6,
DNAJC18, LMAN1, PREPL, PSME4, SLCO6A1 and ZNF43). Five of these mutations were found
in samples from 3 patients among our local set of 34 patient samples (genes DNAJC18, LMAN1,
PREPL, PSME4 and ZNF43), as revealed by fluorescent multiplex-PCR.

We next analyzed the splicing of these five genes by RT-PCR, in gastric and colon cancer
samples carrying or not the identified mutations, as compared to matched mutation-free non-
tumor tissue. Strikingly, MS mutations in intron 2 of DNAJC18 and in intron 7 of LMAN1 were
associated with DNAJC18 exon 3 and LMAN1 exon 8 partial skipping, respectively, specifically
in MSI gastric cancers, but not in MS stable gastric or colon cancers, or healthy tissue. Several

of the same mutations were also found in a series of 96 MSI cancers from diverse localization.

To further confirm the links between presence of the mutations and the skipping of these
exons, we engineered minigenes carrying either the normal or the mutated sequences of
DNAJC18 and LMAN1, and transfected these into MSI and MSS cell lines. Our results showed
that all MSI cell lines, but none of the MSS cell lines, showed a commonly altered splicing

pattern - namely the skipping of the exon next to the MS alteration in the preceding intron.
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Taken together, our results demonstrated that MSI cancers displayed pre-mRNA splicing
defects linked to the instability of microsatellite sequences located in the vicinity of 3' splice

acceptor intron sites of genes frequently mutated in such cancers.
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Introduction

Gastric cancer is a leading cause of mortality by cancer, as patients often present at late stages
in absence of high specificity warning signs. About 1 million subjects are diagnosed with gastric
cancer worldwide each year (Rugge et al, 2015). Roughly 90% of gastric cancers are
adenocarcinomas that develop from epithelial cells belonging to the gastric mucosa (ref). At
the molecular level, several genes are frequently mutated, including APC, ARID1A, BRAF, CDH1,
CDKN2A, CTNNB1, ERBB2, HRAS, KRAS, NRAS, PDGFRA, and P53, or silenced by epigenetic

mechanisms (Cancer Genome Atlas Research Network, 2014).

Reports from the TCGA consortium permitted classifying gastric cancers into 4 types
characterized by specific phenotypic and genotypic alterations (CIN-chomosomically unstable,
GS-genomically stable, EBV-associated and MSI-microsatellite instability). MSI cancers
account for 20% of gastric cancers, and are characterized by defects in expression of genes
involved in DNA repair such as MLH1 and MSH6, resulting in a high level of deleterious
mutations. In addition, microsatellites may be located in any genomic region, either coding or
noncoding (Pérez-Jiménez et al 2013; Vieira et al, 2016; Phumichai, 2015). Repair defects of
MSI mutations lead to the synthesis of aberrant proteins, or even to recruiting the Nonsense
Mediated mRNA Decay (NMD) machinery that destabilizes transcripts with a premature STOP
codon, and thus strongly reducing protein levels. Because MSl-associated gastric cancers have
a relatively good long-term prognosis (Velho, 2014), it is important to identify MSI regions
genome-wide. Pre-mRNA splicing is often altered in cancers of various origins, including both
solid cancers and hematological cancers. Such alterations can result from cis-acting mutations
affecting the activity of regulatory regions, or from reduced level or activity of RNA binding
proteins onto these regions (Oltean and Bates, 2014). Indeed, a large number of such proteins
participate in splicing control, as members of the spliceosome complex which catalyzes the
splicing reaction, or as satellite proteins that help recruiting or preventing spliceosome

subunits to interact with nascent pre-mRNA molecules (Wang, 2015).
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In the present study, surveying the TCGA database, we aimed at sorting out putative splicing-
altering mutations in GC cancers that were both frequent (at least 5%) and occurring in regions
putatively important for splicing control. In doing so, we identified roughly 200 genomic
alterations, including in repeated mononucleotide stretches, some of which were present in
introns, and eventually accounted for specific exon skipping events. We further analyzed the
functional effects of these mutations in MSI and in non-MSI cancer tissues and cells, at the
level of the endogenous gene, or with engineered minigenes encompassing the contigs of the

affected genes.
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Material and methods

Database search

The Cancer Genome Atlas Data: Raw Sequencing Data and Simple Nucleotide Variation data
were downloaded from the Cancer Genomics Hub (CGHub, https://cghub.ucsc.edu) and the
TCGA Data Portal (https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/). Utilization of data was conducted in

accordance with TCGA Human Subjects Protection and Data Access Policies.
Patient sample set and MSI status

Gastric adenocarcinoma primary tumor tissues and normal gastric tissues (fresh frozen) were
obtained from 34 patients undergoing surgery and included in the clinical and biological
database of Brest University Hospital. None of the patients had been treated with prior

chemotherapy or radio-therapy. All patients provided informed consent.

MSI determination was carried out using a modified version of the multiplex PCR described by
(Suraweera et al, 2002). The markers were co-amplified in a standard multiplex PCR with
universal fluorescent labeling (denaturation at 95°C for 5 minutes, 35 cycles of denaturation
at 95°C for 30 seconds, annealing at 55°C for 30 seconds, and extension at 72°C for 30 seconds,
followed by an extension step at 72°C for 5 minutes) and were analyzed with ABI 3130xl
genetic analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA) according to the manufacturer’s

instructions.
DNA and RNA preparation, mutation analyses and sequencing, RT-PCR

DNA and RNA were extracted with The AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen) according to the
manufacturer’s instructions. RNA integrity was evaluated with an Agilent 2100 bioanalyzer
using the RNA Nano Chips kit (Agilent) for all primary tumor tissues and normal gastric tissues.
The presence of mutations was determined by amplicon length analysis by capillary
electrophoresis with fluorescence detection in our MSI/MSS gastric cohort of 34 patients as
well as in Co115, HCT116, LoVo, and HCT8 (MSI colorectal cancer cell lines), Snul (MSI gastric
cancer), and SW480 (MSS colon cancer), AGS, and HGT-1 (MSS gastric cancer) cell lines.

84


https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/

All the mutated sequences were verified by sequencing. Primer pairs were used to target

mutated sequences:

ADAM28: 5" -GCTTGCTAATGACTACACAGATAG-3", 5’ -GGAGGTTCCTGGAGAAAGAA-3',
ATL3: 5’ -AGTGCTGTAGTCAAAGCAAAG-3', 5" -GTGCTTAGAGCAAAGATGGTAG-3"
ATM: 5’ - TTTCTGTATGGGATTATGGA -3', 57 - CCTCGCACACTGAATAG -3',
CDC14A: 5" -TCAAAGTGGAGGAAGTGAAATG-3", 5’ -CCAAGTCTCACCAGGAGTTAT-3',
DDX6: 5" -GAGAGTTGCGTCCCTTACA-3’, 5" -GGGTTACTCCCTTCAGAGTTAG-3",
DNAJC18: 5’ -GATTGGAGGTAGGATCGATGT-3', 5’ -CATCTCGAGAAACTCCCAGAA-3',
FHOD3: 5’ -GTCTGTGAAAGGATGCCAAG-3’, 5" -CACTTGGTTGGGCTTGAA-3",
FRMD4A: 5" -AGCTCTTTCACCTGTGTCT-3’, 5’ -CATAGAAGGAGAACTCACCCA-3',
GSEl: 5" -TCCACAGGGTCCTCACT-3’, 5’ GGTGTCTGGAATGTAAACTCAAC-3',
HSP110: 5’ - AAACCCTGTCCATCCATIG -3', 5’ - CATGGTTCCAGATCAGAGATATT -3’
LARP4B: 5’ -TAGGAGGAAATGAGTCTCAACC-3", 5’ -AAACCACCACCAGCCTTA-3',

LMAN1 (rs759519259) :

LMAN1 (rs746845401) :

5’ - TTTAATGATCTATTCCAAAACTC-3',

5’ - AGCCCACACCAGATAAAGAA -3,

5’ - TCTTGTTGAAAGTGCTCAAA-3',

5’ - CAAGCGTCCATGATCAACAG -3',

MRE11: 5’ - GAGTATCATTTGAACCCGAGAG -3', 5’ - ATCCAAGAAGGTAGGTCAGATA -3',
PAMRL: 5’ -GGGCTCTGACACCTTICT-3', 5’ -GAGATGGAGCTAGGTCAAGG-3',
PREPL: 5" -ATTACAGGCCCTGGTTAAGG-3", 5’ -TCTAATGTCAGAGGAAGTGTAGTG-3’,
PSME4 : 5" ~-GAGGGCAAAGGAAAGAGTAG-3', 5" -TGTTGTGCTCAGTGACTAAC-3',
RNF43: 5’ -=CAGTACCAGCAGTCTGTTCA-3’, 5’ -CTGGAGGTCCACAGATCAAG-3',
SLCO6AL: 5’ -ACTGCCCTGAAGTCAGTAG-3", 5’ -ACAATGACACCTCCCAGAA-3',
XYLT2: 5’ -CTACAACAGCAGCAGGAAA-3', 5’ -ACGTCACTCTCTGGTTGG-3"',
ZBTB20: 5’ -CCAGTGTAGTATCTGCAACAAG-3', 5" ~-CAGACGGAGCAGACGTAA-3',
ZNF43: 5" -GTCAGTACCTGTTCTCTTTACTC-3", 5’ -GGAATCTGAAACTCATGAATGC-3",

Forward primers (F) of each pair of primers were labeled with -FAM fluorochromes by
universal labeling during the PCR reaction; primers pairs were synthesized at Eurogentec
(Seraing, Belgium). In addition, primers were divided in 2 groups based on the size of the
fragments. The PCRs were carried out in a final 25ul volume with 12.5ul of 2x Multiple PCR
Master Mix (Qiagen), primers and distilled water to a final volume of 23ul. Twenty nanograms
of DNA extract were used as the template for each PCR. Thermal cycling was performed under

the following conditions: 95°C for 15 min followed by 25 amplification cycles of 94°C for 30 s,
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57°Cfor30s, and 72°C for 60 s and a final extension step at 72°C for 10 min. Each amplification
run contained a No template Control. Fluorescent fragment size analysis was performed on
an ABI 3130xl genetic analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA) according to the
manufacturer’s instructions. Data were collected with ABI 3130x| data collection software
(version 3.0, Applied Biosystems) and interpreted using GeneMarker software (version 2.4,

Softgenetics).

After RNA extraction, one microgram of RNA was reverse transcribed with the M-MLV reverse

transcriptase (Invitrogen) and oligo-dT primer, and the cDNA was amplified with primers:

ADAM28: F: 5’ -GGGTGAAGAAGTATGAAGTGGT-3', : 5" -GGCTTGTGGTGATCTCCTTT-3",
ATM: F: 5’ -CTCAGCAACAGTGGTTAG-3', : 5’ -GATATGATTTAGACCTGAAGAG-3',
DDX6: F: 5’ -TGATAGTATTGGATGAGGCAGATAAG-3', : 5’ -ACTCGCTGAGAGGAGTTACA-3’,
DNAJC18: F: 5’ -TGACGCAGTTAGAAGAAACAAATAC-3', : 5’ -GTCCTCCAAAGAAGACGTTGA-3',
FRMD4A: F: 5’ -CGTCAAGGCTCAGTTCAAGA-3', : 5’ -GTACTTTGGTGAGGTGGAGAC-3',
HSP110: F: 5’ -GCTACACGAATTCCAGCTGTGA-3', : 5’ -GAGCAGCATGGTTTCGACTAAA-3’
LARP4B: F: 5’ -GAGCTGAACCCTAATGCAGAA-3', : 5’ -GCACATACTGGTCACTATCCATC-3’,
LMANI (rs759519259) : F: 5’ -AGATGACCATGATGTCCTTTICTT-3', : 5’ -CGGTTCAGCTGCTTGATTTC-3’,
MRE11: F: 5’ -CCAGGGGTTCTTGGAGAAG-3', : 5’ -CCAGCACAACTTAAAATGTC-3’,
PREPL: F: 5’ -TCTAACAACCCTGACTGCTTTC-3', : 5" -CGATGGCTTCCTTGAGTTTCT-3',
PSME4 : F: 5’ -CAGCATGATGCAGGGATTTG-3', : 5’ -TCGCCATTCTTCTAGCATCTC-3',
RNF43: F: 5’ -GGTTACATCAGCATCGGACTT-3’, : 5’ -TCACACAGCCTGTTCACAC-3’,
ZNF43: F: 5’ -CTCTGTGGCTCTGTGACCT-3', : 5’ -ATAGGCTCCCAAGGCTCTTT-3’ .

Minigene constructions

The genomic sequences surrounding DNAJC18 exon 3 and LMAN1 exon 8 were inserted into
the pMG1.1_polR2G plasmid (A gift from G. Le Gac and C. Ka, Inserm U1078-Brest) to obtain
the DNAJC18 minigéne and the LMAN1 minigene. Briefly, the genomic segment encompassing
the sequences of interest, containing 150 bp of the upstream intron, the next exon and 150
bp of the downstream intron was amplified by PCR from tumor genomic DNA of the patient
using, as primers: for the DNAJC18 exon 3 cassette: forward primer 5'-
GGATCTTAGCCTGAACCTTG-3’, reverse primer 5 -AGTGGGAGCTATGCTGAT-3’ and for the
LMAN1 exon 8 cassette: forward primer 5'-CGCGACTCTTGTCTCTAAA-3’, reverse primer 5'-

GGTCCCATTCCTCCAAATAA-3".
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To permit subsequent cloning, an EcoRI target site was introduced at the end of the sequences.
PolR2G vectors, harboring wt or mutant sequences were selected by sequencing

(Supplementary Figure 2 and 3).
Cell culture and transfection

All cell lines were grown in 90 mm plates at 37 °C under a humidified atmosphere of 5% CO3:
LoVo, HCT-8, Co-115 and SNU-1 in Dulbecco’s modified Eagle’s medium: nutrient mixture F-
12 (DMEM/F-12) containing 4.5 g L-1 glucose and supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS) (Gibco-Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). HCT116 cells were maintained in DMEM/F-
12, supplemented with 5% FBS. HT29 cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM; 4.5 g/l glucose) (Lonza, Belgium) supplemented with 10% fetal bovine serum.
HGT-1 cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; 4.5 g/l glucose)
(Lonza, Belgium) supplemented with 5% fetal bovine serum. AGS cells were maintained in
DMEM/F-12, supplemented with 10% FBS. All cell lines were grown without antibiotics. The
medium was changed every two days, and cells were passaged using 0.05% trypsin/EDTA

(Gibco Invitrogen).

Cells were plated at a density of 75.10% cells per well in 6-well plates 24hr before transfection.
Minigenes (1.5 pg per well) were transfected with the Lipofectamine 2000 reagent

(Invitrogen). Cells were harvested after 48 h, washed in PBS and used to prepare total RNA.
RNA isolation and RT-PCR analyses

Total RNA was extracted with Tri-Reagent (Ambion) according to the manufacturer's
instructions. RNA was quantified by spectrophotometry and the integrity was ascertained by
electrophoresis. One microgram of RNA was reverse transcribed with the M-MLV reverse

transcriptase (Invitrogen) and oligo-dT primer, and the cDNA was amplified with primers:

PolR2G minigene: F: 5’- TAATACGACTCACTATAGGG -3', R: 5’- TAGAAGGCACAGTCGAGG -3',
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Results

1-Database analyses

The TCGA and ICGC databases were interrogated for gastric cancers (203 esophagus
adenocarcinomas and 289 stomach adenocarcinomas) for the presence of somatic mutations.
We identified 5 million somatic mutations, from which 200 such mutations, corresponding to
a frequency of at least 5%, were selected. Among these, we filtered the data to focus onto
those mutations that occurred within microsatellite repeats in the 3' sites of introns, i.e near
the splice acceptor sites (Figure 1). Among these mutations (Table 1), we focused on one
mutation in DNAJC18 intron 2 (deletion of one T residue) and one mutation in LMANI1 intron

7 (deletion of an A residue, opposite strand).

2-Characterization of the MSI status of our gastric cancer sample set and in gastric and

colorectal cell lines

Among our 34 cancers sample set, 3 belonged to the MSI class, as shown by PCR amplification
of microsatellite loci from healthy tissue DNA and gastric tumors DNA. We could observe an
new allele for at least 3 of the 5 studied markers (Figure 2a), and confirmed by the specific
decreases in the levels of MLH1, MSH6, MSH2 and PMS2 mRNAs, most marked for MLH1 (15-
fold) and MSH®6 (5-fold) (Figure 2b). The electrophoretic profiles of gastric cancers and normal
gastric tissues, at the gene loci for the identified mutations, together with those of MSI and

non-MSl cell lines are shown in figure 3.
3-Transcript analyses

In order to determine the splicing status of the DNAJC18 and LMANZ1 transcripts according to
the mutation status (figure 4a and 4b), we performed RT-PCR analyses with samples from MSI
and control tissue. Two cDNA amplification products were observed in MSI cancer samples
but not in control tissue, one, more abundant, corresponding to the normal sequence, with
exon 3 (DNAJC18) or exon 8 (LMANI) inclusions, and a faster migrating band that
corresponded to incomplete mRNA sequences, without exon 3 (DNAJC18) or exon 8 (LMAN1),
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as determined by sequence analysis of each amplification product (Figure 4c and 4d). Similarly,
MSI cell lines showed partial exon skipping for both genes, whereas MSS cell lines expressed
only the exon-containing transcript (DNAJc18, Figure 5a, and LMAN1, Figure 5b). As controls,
RT-PCR analyses of already reported data in MSI cancers (Giannini et al, 2004 ; Kim et al, 2013 ;
Ejima et al, 2000; Dorard et al, 2011), we analyzed HSP110 and MRE11 splicing products.
Similarly to the effects of the DNAJC18 and LMAN1 mutations, gastric and colorectal cancers
bearing HSP110 or ATM mutations within their intronic microsatellite region also showed

altered splicing (next exon exclusion).

6-Functional links between mutation occurrence and mRNA splicing alterations

We next set out to determine the direct links between the mutations in either DNAJC18 or
LMANT1 introns 2 or 7, respectively, with exon skipping events. To this end, we engineered
plasmid minigenes in the PolR2G backbone, encompassing intron 2- exon 3- intron 3 for
DNAJC18 and intron 7- exon 8- intron 9 for LMANI1, carrying or not the mutations. These
plasmid constructs were transfected into both MSI and non-MSI gastric and colorectal cancer

cell lines. Post-transfection RNA was then analyzed by RT-PCR.

Our results showed that the RT-PCR product patterns were similar among all cell lines,
regardless of whether these were MSI or non-MSI (HGT-1, AGS, SW480). In addition, aberrant
splicing occurred in presence of the mutated sequences, as compared to the wt minigene.
Non-mutated or mutated LMANI minigenes, transfected into either MSI (HCT116, HCTS,
C0115, LoVo and SNU1) and non-MSil cell lines (HGT-1, AGS, SW480) showed the same profiles,
which were different between non-mutated or mutated sequences. For non-mutated
DNAJC18, we observed the same profile between MSI (HCT116, HCT8, LoVo and SNU1) and
non-MSl cell lines (HGT-1, AGS) and for mutated DNAJC18, MSI (HCT116, HCT8, Co115) and
non-MSlI cell lines (AGS) showed the same profile. Until now, the exact meaning of this splice

effect was unknown (Figure 7).
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5- MSI mutations in other cancer types

We surveyed 96 additional tumors from tissues archived in Brest tumor bank, for the presence
of somatic mutations. Several of the same mutations, as those found in gastric cancer samples,
were shared with other cancers, mostly with colon cancers, albeit with somewhat different
frequencies (supplementary Table 1). In addition, 2 mutations were common to nearly all

cancer types (rs746845401 (LMAN1) and rs781215815 (ZNF43)).
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Discussion

In the present study, we identified somatic genomic alterations that occurred at high
frequency in MSI gastric cancers. Previous characterization of cancer genomes had already
reported that the LMAN1 gene was frequently mutated in MSI gastric cancers (Roeckel 2009,
Nagarajan 2012) and in MSI colorectal cancers (Roeckel, 2009). The mutation characterized
here, from the repertoire of TCGA gastric cancers, was distinct from that identified by Roeckel
et al. Although the mutant mRNA was predicted to undergo a Nonsense Mediated mRNA
Decrease, we did not obtain any evidence that this was the case (data not shown), as also
observed in the Roeckel study. Although the defect in mRNA assembly ensuing from skipping
of exon 8 in a fraction of the LMAN1 transcript pool could not be readily associated with a
presumptive loss of function of the LMAN1 protein, it is possible that it could lack part of its
activity, as demonstrated by the Roeckel study, which reported a reduced secretion of Alpha

1 anti-trypsin in mutant cell lines.

Several of the 49 DNAJ members of the HSP40 protein family have specific roles in cancer,
including in cell proliferation, motility or invasion (for review Mitra 2009 and Wu 2017). HSP40
chaperones belonging to the C subclass (DNAJC) need to interact - through their J domain -
with either HSP or HSC70 proteins to select their substrates, are located in different sub-
cellular compartments and expressed in selected tissues or cancer types. However, the
function of the DNAJC18 protein is unknown. Because we could not find an antibody that
would faithfully reveal expression of the normal DNAJC18 protein, it was not possible to
address the potential effect of the mutation in intron 7 on the level of the normal protein, or
of the putative, shorter protein, resulting from exon 3 exclusion. Additional experiments will
be required to study this further. Nevertheless, as a frequently mutated protein in MSI gastric
cancers, it is most probable that the increase in the shorter DNAJC18 protein and/or the

decrease in the full-length protein will play a role in this cancer.

The mutations characterized in the DNAJC18 and LMAN1 genes led to a significant fraction of

specific exon skipping in those genes in tissues and cells with a MSI phenotype.
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We failed to report the effect of these mutations, we observed in vivo, in our minigenes
transfection experiments. The only conclusion we can make right now is that the effect of
these mutations is not dependent on the MSI phenotype. To show the existence of a direct
link between MS mutations in these genes and altered pre-mRNA splicing, more experiments
are necessary. Interestingly, the skipping of the exons just next to the intronic mutations was
exact, extending from the first to the last nucleotide of the exons. This observation suggested
that these mono-nucleotide deletions prevented spliceosome assembly at the 3' boundary

site of the intron, and thus partially alleviated the recognition of intron-exon junctions.

Mutations, and specifically deletions of one or more nucleotides within the poly-pyrimidine
intronic tracts have already been observed in digestive cancers with MS instability (Dorard et
al., Nat. Med. 2011). Hence, splicing alterations in mononucleotide repeats have been found
in MSI colorectal cancers and leukemia in the MRE11 gene (Ham et al., Cancer Sci 2006), as

also observed here in our gastric and colorectal cancer samples.

It was previously demonstrated that the deletion of one microsatellite base within a T(17)
repetition a few nucleotides upstream from the acceptor site of HSP110 intron 8 led to exon
9 skipping, resulting in the synthesis of a truncated HSP110 isoform that opposed the full-
length protein. Importantly, the chaperone anti-apoptotic function of HSP110 was lost
(Dorard et al., Nat. Med. 2011). It was concluded that chemotherapy resistance could be
suppressed in presence of the truncated HSP110 isoform. These data agreed to the fact that
MSI gastric cancer patients have better prognosis when expressing a mutant HSP110 (Collura

et al., Gastroenterology 2014).

These results, as well as ours strongly suggested that a single nucleotide deletion in an intronic
poly-pyrimidine mononucleotide stretch was sufficient to trigger abnormal splicing, at exactly
the proper intron-exon junction. Although the precise mechanism involved was not elucidated,
it is quite plausible that either the binding of a protein onto the repetition was hampered or
its ability to interact the U2 spliceosome subunit - responsible for the proper recognition of
the 3' intron-exon boundary - was decreased, or that the RNA region was subjected to a

defective folding, or even a combination of both.
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The fact that the molecular phenotype of the MS mutations manifested itself regardless of the
context, MSI or non-MSI, suggested that, although the somatic MS mutations occurred in MSI
cancers, the splicing control elements may not depend on specifically altered trans-acting
factors required for splicing the minigenes-encoded RNA precursors. This is, however, distinct
for splicing the endogenous RNAs, as the splicing status depends on the MSI context of the

cell lines.

Taken together, our results further document the functional links between cancer-associated
alterations of microsatellite sequences and aberrant pre-mRNA splicing. Importantly, the
mononucleotide sequences where these mutations occur belong to the mandatory cis-acting
signals required for intron splicing. Much like it happens in genetic diseases, variations in the
poly-pyrimidine tract are indeed well known to control the inclusion level of the downstream
proximal exon (Dujardin et al, 2014). How gene-specific mutations are selected in the course

of MSI cancer occurrence certainly remains a wide-opened question.
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Figure 1: Identification of new target genes with frequent mutations
in the TCGA gastric adenocarcinoma database
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DNA change UCSC code

(GRCh37/hg19/Human)
ATL3 atlastin GTPase 3 chr11:2.63420050 A>- rs776250621
DDX6 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) 11,5 118629614 G rs782154217
box helicase 6
Dnal heat shock protein
DNAJC18 family (Hsp40) chr5:2.138764375 A>- rs781620531
memberC18
LMAN1 lectin, mannose binding 1 chr18:g.57013285 T>- rs759519259
PREPL prolyl endopeptidase-like chr2:g.44550553 A>- rs773390043
PSME4 ~ Proteasome activator chr2:g.54167140 G>-  rs768165363
subunit 4
solute carrier organic
SLCOB6A1 anion transporter family, chr5:g.101755728 A>- rs764367397
member 6A1
ZNF43 zinc finger protein 43 chr19:2.22002026 A>- rs766585124

Table 1 :List of mutations localized in close proximity to splice
acceptor sites according to the TCGA gastric adenocarcinoma

database
1I
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Figure 2a : Fragment analysis of microsatellite loci from healthy tissue DNA and

gastric tumors’ DNA.
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Figure 2b : Analysis of the relative expression level of 4 genes (MLH1, MSH2, MISH6, PSM2) involved in the
repair of DNA replication errors (MMR system) between gastric MSI tumors (N = 3) and healthy unpaired
tissues (N = 5) by quantitative RT-PCR.
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Figure 3a : Allelic profiles for several MSI primary gastric tumors and controls at the sequence of interest for intronic DNAJC18, LMAN1, ATL3, DDX6, PREPL,

PSME4, SLCO6A1 and ZNF43. Numbers in parentheses indicate the size of the deletion in MSI tumor samples (in base pairs).
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Figure 3b : Allelic profiles for several CRC and gastric cell lines at the sequence of interest for intronic DNAJC18, LMAN1, ATL3, DDX6, PREPL, PSME4,
SLCO6A1 and ZNF43. Numbers in parentheses indicate the size of the deletion in MSI tumor samples (in base pairs).
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DnajC18 : DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member C18

Rs781620531

Pre-messenger RNA MU158136

Exon 2 T Exon 3 Exon 4 —
Intron Intron
2 3

Figure 4a: Localization of the rs781620531 mutation identified in the TCGA
database and found in our sample of MSI patients.
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Figure 4c: Dnalc18 expression in MSI gastric tissue and matched healthy tissue
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LMANL1 : Lectin, mannose binding 1

Pre-messenger RNA
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Figure 4b: Localization of the rs759519259 mutation identified in the TCGA

database and found in our sample of MSI patients.
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Figure 4d: LMAN1 expression in MSI gastric tissue and matched healthy tissue
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Figure 4e: RT-PCR analysis of DNAJC18 transcript in gastric and
colorectal cell lines. Partial exon 3 skipping is associated with
the MSI (HCT116) status.
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Figure 4f: RT-PCR analysis of DNAJC18 transcript in gastric and
colorectal cell lines. Partial exon 3 skipping is associated with
the MSI (HCT116 and Co115) status.
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Figure 4g: RT-PCR analysis of LMAN1 transcript in MSI gastric
cancer and healthy tissue. Partial exon 8 skipping is associated
with the cancer status. T, tumor; H, healthy tissue.
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Figure 4h: RT-PCR analysis of LMAN1 transcript in gastric and
colorectal cell lines. No exon skipping in this MSI cell lines.
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Figure 5a: RT-PCR analysis of HSP110 transcript in MSI gastric
cancer and healthy tissue. Partial exon 9 skipping is associated
with the cancer status. T, tumor; H, healthy tissue.
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Figure 5b: RT-PCR analysis of HSP110 transcript in gastric
and colorectal cell lines. Partial exon 9 skipping is

associated with the MSI (HCT116) status.

MW marker HGT1 HCT116 SNU Co 115 HCT 8 Lovo

Figure 5c: RT-PCR analysis of HSP110 transcript in gastric and
colorectal cell lines. Partial exon 9 skipping is associated with
the MSI status.
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Figure 6a: RT-PCR analysis of ATM expression in MSI gastric
cancers and healthy tissues. Partial exon 8 skipping is
associated with the cancer status. T, tumor; H, healthy

tissue.
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Figure 6b: RT-PCR analysis of ATM transcript in gastric
and colorectal cell lines. Strong exon 8 skipping is
associated with the MSI (HCT116) status.
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Figure 6¢: RT-PCR analysis of ATM transcript in gastric and
colorectal cell lines. Strong exon 8 skipping is associated with

the MSI status.
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Untransfected Empty vector DNAJC18 LMNA1 Negative MW marker

cells (PolR2G) control
wild type Mutated wild type Mutated

500 bp
400 bp

300 bp
200 bp

100 bp

Figure 7a : RT-PCR analysis of products generated by the
splicing assay in MSI colorectal cell lines HCT116.

Untransfected Empty vector DNAJC18 LMNA1 Negative MW marker
cells (PolR2G) control
Wild type Mutated Wild type Mutated

Figure 7b : RT-PCR analysis of products generated by the
splicing assay in MSI colorectal cell lines HCTS.
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DNAJC18 LMNA1 Negative
control
Wild type Mutated Wild type Mutated MW marker

Untransfected Empty vector
cells (PoIR2G)

Figure 7c : RT-PCR analysis of products generated by the
splicing assay in MSI colorectal cell lines CO115.

Untransfected Empty vector DNAJC18 LMNA1 Negative MW marker
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Figure 7d : RT-PCR analysis of products generated by the
splicing assay in MSI colorectal cell lines LoVo.
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Untransfected Empty vector DNAJC18 LMNA1 Negative MW marker
cells (PolIR2G) control
Wild type Mutated Wild type Mutated
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Figure 7e : RT-PCR analysis of products generated by the
splicing assay in MSI gastric cell lines SNU1.
DNAJC18 LMNA1
ETSZTRV;SN Wild type Mutated Wild type Mutated MW marker
; e — 500 bp
400 bp
200 bp
—
100 bp

Figure 7f : RT-PCR analysis of products generated by
the splicing assay in MSS gastric cell lines HGT-1.
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control
Wild type Mutated Wild type Mutated MW marker

Untransfected Empty vector
cells (PolR2G)
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Figure 7g : RT-PCR analysis of products generated by the
splicing assay in MSS gastric cell lines AGS.
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Supplementary Table 1: MSI mutations in cancer types other than gastric cancer. Recurrent somatic alterations through
different types of tumors archived at the Brest CHRU with microsatellite region instability (MSI) represented the number of alterations found in
the tumors (white = none to blue = high).
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Colorectal
. 66 2 4 4 5 7 7 9 9 11 12 13 14 14 16 1
(adenocarcinoma)
Colorectal (adenoma) 5 3 2 2 1 1
Gastric
. 5 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2 2 3 3 4
(adenocarcinoma)
Ovary / Peritoneum 10 1 1 2 1 1 1 2 2 5 2 3 2 6
Skin 4 2 1 1 1 1 1 1
Utérus 4 1 1 1 1 2 1 1 3
Brain 1 1
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Supplementary Figure 1

1 586
|

" Intron 2 Intron 3
DNAJC18 cassette -~ EXON3
285 pb 155pb
146pb
DNAJC18sequence: GATTTTTTTTAG...
Mutated DNAJC18 sequence : L.GATTTTTTTAG...
119 pb 110 pb 614 pb 354pb 460 pb

pMG1.1_polR2G-DNAJC18

Supplementary Figure 1: Structure of the pMG1.1_polR2G-DNAJC18 minigene. The
upper part shows the DNAJC18 genomic cassette, with the numbering starting at the first base
of the cassette and ending at the last base of the cassette (586 bp). The lower part shows the
pMG1.1_polR2G-DNAJC18 minigene plasmid with the DNAJC18 or the mutated DNAJCI8
exon 3 sequence. The white boxes on each side of the DNAJCIS8 sequence are from the

pMG1.1 polR2G plasmid, and derived from the polR2G genomic sequence.
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Supplementary Figure 2

Intron 7 Intron 8

LMANI1 cassette EXON 8
201 pb 250pb
133pb
LMAN1 sequence: ...CAAAAAAAAG...
Mutated LMAN1 sequence : ...CAAAAAAAG...

BN B3

119 pb 110 pb 160 pb

pPMG1.1_polR2G-LMAN1

Supplementary Figure 2: Structure of the pMG1.1_polR2G-LMAN1 minigene. The upper part
shows the LMANI1 genomic cassette, with the numbering starting at the first base of the
cassette and ending at the last base of the cassette (584 bp). The lower part shows the
pMG1.1 polR2G-LMAN1 minigene plasmid with the LMAN1 or the mutated LMANI1 exon 8
sequence. The white boxes on each side of the LMAN1 sequence are from the pMG1.1_polR2G

plasmid, and derived from the polR2G genomic sequence.
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Discussion
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Dans ce qui va suivre, nous allons diviser la discussion en deux aspects directement liés a ces
deux mutations retrouvées dans les genes DNAJC18 et LMANI1. Le premier aspect concerne
les mutants DNAJC18 et LMANL1 et leurs potentielles propriétés. Le deuxiéme aspect concerne

I'effet de ces mutations et viendra aborder un aspect plus mécanistique de I'épissage.

Tout d’abord les membres de la famille HSP40 / DNAJ constituent I'un des plus grands groupes
de chaperons moléculaires. Les HSP40 ont pour role de contrdler les HSP70, régulant leur
activité et leur spécificité. Les différentes HSP40 sont impliquées dans des processus tels que
le repliement des HSP70, le transport intracellulaire et transmembranaire, le remodelage des
complexes protéiques et la dégradation de certaines protéines. Plusieurs de ces 49 membres
de la famille de protéines HSP40 ont également des réles spécifiques dans le cancer, y compris
dans la prolifération, la motilité ou l'invasion de cellules (Mitra 2009 et Wu TIPS 2017). Les
chaperons HSP40 appartenant a la sous-classe C (DNAJC) doivent pouvoir interagir, via leur
domaine J, avec les protéines HSP ou HSC70 pour sélectionner leurs substrats. Elles sont
situées dans différents compartiments intracellulaires et exprimées dans des tissus ou types
de cancers sélectionnés. Cependant, la fonction de la protéine DNAJC18 est inconnue. Un
exemple intriguant a récemment été présenté concernant le cycle de vie du virus de la dengue
(DENV). DENV exploite la machinerie HSP70 des cellules, via des DNAJ distinctes, pour
favoriser I'entrée, la réplication et I'assemblage du virus (Taguwa et al., 2015). Les protéines
DNAJC9 et DNAJC16 et DNAJC18 sont ancrées dans la membrane, ou elles exposent le
domaine J au cytosol. Elles sont impliquées dans la facilitation de I'entrée du virus, tandis que
les étapes post-entrée (réplication et production virales) nécessitent DNAJA2, DNAJB6,
DNAJB7, DNAJB11 et DNAJC10, a différentes étapes. Guey et al décrivent en 2010, I'existence
d’un variant associé a une forme agressive du carcinome de la vessie. Zoppino et al, en 2018
ont étudié les changements d'expression des HSP dans le cadre de différents cancers. Ils ont
trouvé de nombreuses HSP dont I'expression étaient dérégulée, parfois de facon spécifique a
certains sous-types moléculaires, tandis que d'autres étaient partagées par différents sous-
types intrinseques. DNAJC18 a présenté une diminution de son niveau d’expression dans tous
les sous-types moléculaires de cancers du sein, tout comme DNAJB4, HSPA12A, HSPA12B,
HSPB2, HSPB6 et HSPB7.
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Il est également a noter que nous avons montré que I’ARN de DNAJC18 mutant contient un
codon stop prématuré dans I’exon 4, ce qui devrait le rentre sensible au NMD, c'est-a-dire
qu'il devrait étre reconnu et dégradé par le systeme de surveillance et de dégradation de
I'ARNm. Apres 24h de traitement a la cycloheximide, les transcrits de DNAJC18 étaient
facilement détectables par analyse RT-PCR dans la lignée cellulaire HCT116, ou la mutation est
retrouvée et semble donc résister au NMD. Comme nous ne pouvions pas trouver d’anticorps
qui révélerait fidelement I'expression de la protéine DNAJC18 normale, il n’a pas été possible
d’aborder I'effet potentiel de la mutation de I'intron 2 sur le niveau de la protéine normale, ni
de la protéine plus courte supposée, qui résulterait de I'exclusion de I'exon 3. Des expériences
supplémentaires seront nécessaires pour approfondir cette question. Néanmoins, en tant que
protéine fréquemment mutée dans les cancers gastriqgues MSI, il est fort probable que
I'augmentation de la protéine DNAJC18 mutante et/ou la diminution de la protéine

constitutive joue un réle dans ce type de cancer.

Concernant LMAN1, des caractérisations antérieures de génomes de cancer MSI avaient déja
signalé une fréquence de mutation importante (Roeckel 2009, Nagarajan 2012) et
principalement dans le cancer colorectal MSI (Roeckel 2009). La protéine LMAN1 est située
entre le compartiment intermédiaire du rétiulum endoplasmique et du Golgi, une structure
membranaire mobile qui transporte des protéines sécrétoires le long des microtubules, du RE
au Golgi (Stephens et Pepperkok, 2001). La mutation décrite ici dans le répertoire des cancers
gastriques TCGA était distincte de celle identifiée par Roeckel et al. Bien que |'on prévoyait
gue I'ARNm mutant subirait une diminution induite par un non-sens, nous n'avons obtenu
aucune preuve que ce soit le cas, comme |'a également observé I'étude Roeckel. Bien que le
défaut d'assemblage d'ARNm résultant du saut de I'exon 8 dans une fraction du pool de
transcrits de LMAN1 ne puisse pas étre facilement associé a une perte présomptive de la
fonction de la protéine LMAN1, il est possible que celle-ci manque d'une partie de son activité,
comme I'a démontré I'étude de Roeckel, qui a rapporté une sécrétion réduite d’alpha 1 anti-
trypsine (A1AT) dans des lignées cellulaires mutantes. L'A1AT exerce non seulement une
fonction anti-protéolytique, mais confére également une activité angio-inhibitrice. Des études
sur des xénogreffes de cellules tumorales chez des souris nude ont montré que
I'administration systémique d'A1AT retardait la progression tumorale et réduisait la densité

en vaisseaux sanguins (Huang et al, 2004).
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Des analyses comparatives de I'expression de puces a ADN sur des tissus humains normaux
et tumoraux ont révélé que des taux plus bas de transcrits d'A1AT étaient corrélés a une taille
de tumeur plus grande (Huang et al, 2004) et que des taux plus élevés d'A1AT non circulante
dans les tumeurs étaient généralement associés a un meilleur pronostic (Allgayer et al, 1998).
Fait intéressant, il a été émis I'hypothése que A1AT protége contre le développement du
cancer MSI-H —colorectal (Grodstein et al, 1999). Les travaux de Huang et ses collegues (Huang
et al, 2004) montrent également des variations significatives des taux locaux d'A1AT dans les
tissus tumoraux humains. Notre observation de I'hétérogénéité intratumorale du déficit en
LMANZ1 local pourrait fournir une explication moléculaire a cette découverte (Nyfeler et al,

2008).

Les mutations caractérisées dans les génes DNAJC18 et LMAN1 ont entrainé une fraction
significative du saut d'exon spécifique dans ces génes dans les tissus et les cellules présentant
un phénotype MSI. Nous avons ensuite montré que I'effet de ces mutations pouvait étre en
partie récapitulé dans des expériences de transfection de minigenes, confortant ainsi
I'existence d’un lien entre ces mutations MSI et I'épissage altéré des pré-ARNm. Fait
intéressant, ces mutations introniques entrainent dans les deux cas que nous avons observé

un saut d’exon complet, du premier au dernier nucléotide des exons concernés.

Cette observation suggére que ces délétions mononucléotidiques peuvent empécher
I'assemblage du spliceosome au niveau du site 3 'de l'intron et atténue ainsi partiellement la
reconnaissance des jonctions intron-exon. Des mutations, et en particulier des délétions d'un
ou de plusieurs nucléotides au sein de régions introniques poly-pyrimidiques, ont déja été
observées dans les cancers de l'appareil digestif présentant une instabilité microsatellitaire
(Dorard et al, 2011). De plus, des modifications d'épissage d(i a des mutations dans des
répétitions mononucléotidiques ont également été trouvées dans les cancers colorectaux MSI
et un type de leucémie dans les génes MRE11 (Ham et al, 2006), comme observé ici dans nos
échantillons de cancers gastriques et colorectaux. Il a déja été démontré que la suppression
de nucléotides d’'une région microsatellite dans une répétition de T (17), quelques nucléotides
en amont du site accepteur de I'intron 8 de HSP110, conduisait au saut d’exon 9, aboutissant

a la synthése d’une isoforme HSP110 tronquée.
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Faitimportant, la fonction anti-apoptotique du chaperon de HSP110 était ainsi perdue (Dorard
et al, 2011). Il a été conclu que la résistance a la chimiothérapie pouvait étre supprimée en
présence de l'isoforme HSP110 tronqué. Ces données concordaient avec le fait que les
patients atteints d'un cancer gastrique MSI avaient un meilleur pronostic lorsqu'ils

exprimaient un HSP110 mutant (Collura et al, 2014).

Ces résultats associés aux notres, suggéraient fortement qu'une délétion d'un seul nucléotide
dans un segment intronique de mononucléotide poly-pyrimidique était suffisante pour
déclencher un épissage anormal. Bien que le mécanisme précis impliqué n’ait pas été élucidé,
il est tout a fait plausible que, soit la liaison d’une protéine a la répétition ait été entravée, soit
sa capacité a interagir avec la sous-unité de spliccosome de U2 - responsable de la
reconnaissance correcte de la frontiére 3 'intron-exon — ait été diminuée, ou que la région
d'ARN ait été soumise a un repliement défectueux, ou méme une combinaison des deux. Le
fait que le phénotype moléculaire des mutations MSI ne se manifeste que dans le contexte
spécifique de cancers MSI suggére que |'expression des génes impliqués dans |'activité des
spliceosomes pourrait étre altérée dans ces cancers . Néanmoins, nos transfections de
minigénes DNAJC18 et LMAN1 montrent une absence de lien direct avec le phénotype MSI,
semblant indiquer que ce phénotype n’est pas absolument requis pour observer un effet de
la mutation et donc que ce saut d’exon serait causé uniquement par la séquence en elle-
méme. On peut cependant remarquer, d’une part, que les cellules en culture ne sont pas
assimilables a un cancer en place et, d’autre part, que la transfection de minigénes est un

systéme artificiel non nécessairement superposable a un cancer.

Pris ensemble, nos résultats documentent davantage les liens fonctionnels entre les
altérations des séquences de microsatellites associées au cancer et |'épissage aberrant des
pré-ARNm. Il est important de noter que les séquences mononucléotidiques dans lesquelles
ces mutations se produisent appartiennent aux signaux obligatoires agissant en cis requis pour
I'épissage des introns. Proche de ce qu’il se passe dans d’autres types de maladies génétiques,
les variations de séquence dans des régions poly-pyrimidiques sont bien connues pour
controler le niveau d'inclusion ou d’exclusion d’un exon (Dujardin). Il reste encore a éclaircir
de maniere exact le mécanisme de survenue de ce saut d’exon et comment ces mutations

spécifiques a un gene sont sélectionnées au cours de la survenue d'un cancer MSI.
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Résultats 11
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Article

Identification de nouveaux biomarqueurs moléculaires dans le cancer gastrique. Gaél Quéré,
Catherine Le Jossic-Corcos, Brigitte Simon, Danielle Arzur, Jean-Philippe Metges, Cédric Le

Maréchal* and Laurent Corcos*

Objectifs de I'étude

Ces travaux de recherche ont pour but d’analyser des données RNAseq issues de la base de
données du Cancer Genome Atlas (TCGA) afin d’identifier et caractériser I'expression de
nouveaux marqueurs moléculaires du cancer gastrique. Cette étude fait partie de |'objectif
global d’identification, sur le plan moléculaire, de nouvelles voies de signalisation qui seraient

caractéristiques des adénocarcinomes gastriques.

Matériels et méthodes

= Analyses des bases de données

The Cancer Genome Atlas (TCGA) a catalogué les aberrations moléculaires existant dans 295
adénocarcinomes gastriques. Des analyses d’expression d’ARNs messagers et de micro-ARNs,
de méthylation des promoteurs de la transcription et de variabilité du nombre de copies de
génes (CNV) ont été réalisées pour ces tumeurs et pour des tissus sains provenant des mémes
patients. Nous nous sommes intéressés plus précisément aux données de séquencage de
ARN de tumeurs gastrigues (Cancer Genome Atlas Research Network. (2014).
Comprehensive molecular characterization of gastric adenocarcinoma. Nature, 513(7517),
202-209.). Le séquencage de I’ARN (RNAseq) est une technologie a haut débit permettant une
caractérisation du transcriptome avec une tres grande précision. Le RNAseq est capable
d’identifier rapidement des transcrits, des isoformes, des nouveaux transcrits, des fusions de
génes et des ARN non codants, rares ou courants, parmi un large éventail d’échantillons
(lignées cellulaires, patients...). Pour I'analyse du transcriptome, le consortium TCGA a utilisé
une plateforme basée sur le systéme lllumina. Le séquencage et I'alignement des short-reads

ont été réalisés dans 3 grands centres : Broad Institute, Baylor College of Medicine et
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Washington University Sequencing Center. La base de donnée « NCBI dbGaP » est le

référentiel des données de séquence générées par le TCGA.

Dans cette étude, 295 adénocarcinomes gastriques ont été analysés. llIs ont été subdivisés en
en quatre sous-types: les tumeurs positives au virus Epstein-Barr (N=26), qui présentent des
mutations récurrentes de PIK3CA, I'hnyperméthylation extréme de I'ADN et I'amplification de
JAK2, CD274 (également appelé PD-L1) et PDCD1LG2 (également connu comme PD-L2); les
tumeurs instables microsatellites (N=64), qui présentent des taux de mutation élevés, y
compris des mutations de genes codant des protéines de signalisation oncogenes pouvant
étre ciblées; les tumeurs génomiquement stables (N=58), qui sont enrichies pour la variante
histologique diffuse et les mutations de RHOA ou des fusions impliquant des protéines
activant la GTPase de la famille RHO; et les tumeurs présentant une instabilité
chromosomique (N=147), qui présentent une aneuploidie et une amplification focale

marquées des récepteurs tyrosine kinases.

L'identification des genes différentiellement exprimés a été effectuée aprés une analyse non
appariée a deux classes en utilisant SAMseq avec un seuil FDR de 0,05 (Normalisation,
Estimation de la dispersion (i.e. variabilité) et Tests statistiques). Les résultats ont été filtrés
en éliminant les genes dont I'expression médiane était inférieure a 5 RPKM. Les génes pour

lesquels la p-value était inférieure a 0.05 apres un test de Wilcoxon ont été sélectionnés.

L'ensemble de ces données est disponible a I'adresse:  https://tcga-

data.nci.nih.gov/docs/publications/stad 2014/

=  Extraction d’ARN et PCR quantitative.

L’ARN des tissus tumoraux et des tissus gastriques sains ont été extraits avec le kit AllPrep
DNA/RNA Mini (Qiagen) conformément aux instructions du fabricant. L'intégrité des ARNs a
été évaluée a I'aide d’un bioanalyseur Agilent 2100 utilisant le kit RNA Nano Chips (Agilent)

pour tous les tissus tumoraux primaires et les tissus gastriques sains.

Le niveau d’expression de I'ensemble des génes a été analysée par PCR en temps réel (ABI

7000, Applied Biosystems, France). La PCR a été réalisée avec le Power SYBR-Green PCR
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Master Mix, conformément aux instructions du fabricant (Applied Biosystems) a I'aide des

amorces :

ADH1B: F: 5’ -GAGATGCCTTCCCCTGTAGC -3', R: 5’- TGGCCCAGCATGTGTATGTT -3’
AKRI1C3: F: 5’-GGTTCCGCCATATAGATTCTGCTCA-3’, R: 5’- TGGCCTCCCAGGTGGTACAGAGATC-3’,
ALDH3ALl: F: 5’ -ACTCAGCAGGACGAGCTCTA -3', R: 5’ - CAGGTCTGGCCACTGTTCAT -3',
CYP2C19: F: 5’-CCAAAGGACCTTGACACAAC -3', R: 5’ - GAGATGACGGGTCAGAAGAA -3',
GGT6: F: 5’ -CAGAGGCGCTGGTTCTAAA -3', R: 5’- GATTCTGGAGCTGCCTCACA -3',
GSTAl: F: 5’-CCATGAAATGTGTGGGAGTG-3’, R: 5’ -GTCTCCTGGAGGTTTCTCTAAG-3’,
GPX3: F: 5’ -ATTCTGGGCTTTCCCTGCAA -3', R: 5’- AAAGTTCCAGCGGATGTCGT -3',

SOD2: F: 5’ -AAGGGAGATGTTACAGCCCAGATA-3’, R: 5’- TCCAGAAAATGCTATGATTGATATGAC-3',
UGT1ALl: F: 5’ -CTTGCCTCAGAATTCCTTCAG-3', R: 5’ - GCCTAGGGTAATCCTTCACA-3',

Toutes les conditions ont été normalisées par rapport au transcrit de contréle GAPDH. Les

résultats ont été analysés a l'aide de la méthode 222 (Livak et Schmittgen, 2001).
= (Création d’un réseau d’interaction

Afin d’obtenir des informations biologiques sur I'ensemble des genes dérégulés dans les
adénocarcinomes gastriques, nous avons recherché des associations directes (physiques) et
indirectes (associées fonctionnellement sans interaction directe) entre ces génes identifiés

dans la base de données STRING (version 10.5).

STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins) (Jensen et al., 2009) est
une base de données d’interactions protéine-protéine prédites ou démontrées
expérimentalement chez un certain nombre d’organismes dont I'Homme. Il peut s’agir
d’interactions directes (physiques) ou indirectes (fonctionnelles). Elle est distribuée depuis

2000 par 'EMBL et est développée conjointement avec le SIB et I'université de Zurich.

Les données d’interactions sont entierement précalculées a partir d’'un grand nombre de

sources de données :

e Importation des banques de données d’interactions protéiques directes IntAct (Kerrien
et al.,, 2007), BioGRID (Breitkreutz et al., 2008), HPRD (Prasad et al., 2009), MINT
(Chatr-aryamontri et al., 2007), DIP (Salwinski et al., 2004), GO (Ashburner et al., 2000),
et BIND (Alfarano et al., 2005),
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Importation des banques de voies métaboliques KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes) (Kanehisa et al., 2008), Reactome (Matthews et al., 2009), PID (Schaefer
et al., 2009) et EcoCyc (Keseler et al., 2009),

Extraction de données a partir de bases de connaissances PubMed, OMIM (Hamosh et
al., 2005), FlyBase (Tweedie et al., 2009), et SGD (Hong et al., 2008) et recherche de

cooccurrences de noms de genes.

Les interactions importées sont ensuite complétées par des méthodes de prédiction basées

sur le contexte génomique des genes ou leur profil d’expression :

Conservation de génes dans un voisinage proche : une suite de genes conservée, entre
plusieurs génomes, a l'intérieur d’une distance chromosomique compatible avec un

mécanisme de régulation commun peut indiquer une relation fonctionnelle.

Fusion de génes : la fusion de plusieurs génes dans certains génomes indique

potentiellement une étroite relation fonctionnelle entre ces genes.

Cooccurrence de génes : les familles de génes partageant un méme profil
phylogénétique de présence/absence dans plusieurs génomes sont considérées

comme ayant une relation fonctionnelle.

Coexpression : des associations fonctionnelles sont recherchées a l'intérieur des
données d’expression de puces a ADN a l'aide du logiciel ArrayProspector (Jensen et

al., 2004).

En bref, les interactions dans STRING proviennent de sources multiples (données

expérimentales, bases de données sélectionnées, prédiction du contexte génomique, co-

expression et extraction de texte automatisée). La version 10.5 actuelle de STRING contient

environ 9.5 millions de protéines provenant de 2031 organismes vivants et référengant ainsi

plus d’1.3 milliard d’interactions. Le niveau de confiance du bord, c'est-a-dire l'interaction

entre 2 nceuds ou protéine / géne, est calculé dans un score combiné allant de 0 (aucune

confiance) a 1 (tres forte confiance). Dans le cadre de cette recherche, nous nous sommes

placés a 'indice de confiance a 0.9.
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» Etude des voies métaboliques : KEGG Pathway

Nous avons ensuite intégré les données récupérées par I'analyse de réseau grace a KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (Kanehisa et al., 2008) qui est une collection de
banques de données initiée en 1995 par le GenomeNet Database, Service du Kanehisa
Laboratory a l'université de Kyoto dans le cadre du Human Genome Program, programme
lancé par le Ministére de I'éducation, la culture, des sports, des sciences et des technologies
japonaises. KEGG se définit comme une base de données orientée vers la biologie des
systémes permettant la compréhension des mécanismes et des concepts fonctionnels
complexes de la cellule ou d’un organisme a partir de son génome. KEGG est constituée de
guatre banques principales connectées entre elles et jouant le r6le de points d’entrée pouvant

aboutir aux autres sous-banques qui les composent :

e PATHWAY est une base de connaissances de voies métaboliques dessinées

manuellement et de voies non-métaboliques générées automatiquement,
e BRITE est I'ontologie de tous les concepts et connaissances présents dans KEGG,
e GENES est un catalogue de génes de plusieurs génomes complets,

e LIGAND est un catalogue de substances chimiques et de réactions qui interviennent

dans le domaine de la vie.

Chacune des banques de KEGG est congue pour étre représentée sous forme de graphes dont
les entrées sont les noeuds et les relations biologiques les arétes. PATHWAY est sans doute le

point central de la banque KEGG.
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Résultats

Analyses des données de RNAseq

Les résultats obtenus a partir de la base de données du Cancer Genome Atlas (TCGA)
permettent de recueillir les données de génes surexprimés et de genes sous-exprimés en

fonction de chaque sous classes d’adénocarcinomes gastriques :

MSI vs tissus sains : 3618 génes surexprimés / 832 geénes sous-exprimés

EBV vs tissu sains : 2383 genes surexprimés / 849 genes sous-exprimés

GS vs tissu sains : 1776 génes surexprimés / 566 genes sous-exprimés

CIN vs tissu sains : 2856 génes surexprimés / 790 génes sous-exprimés

Ces données prétraitées, nous les avons compilées afin de sélectionner uniqguement les genes
qui étaient dérégulés, a la hausse et a la baisse, au sein de ces 4 catégories. Nous avons ainsi
obtenu 496 génes surexprimés et 123 genes sous-exprimés au sein des adénocarcinomes

gastriques vs les tissus sains.
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Analyses du réseau d’interaction

Cette compilation de genes surexprimés et sous-exprimés, nous I'avons intégrée afin d’obtenir

un réseau in silico :
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Figure 23 : Réseau reliant entre eux les 496 génes surexprimés et les 123 génes sous-exprimés dans les adénocarcinomes gastriques. Les traits
entre les protéines symbolisent I‘indice de confiance de la probabilité d’interaction. (Seuil de confiance > a 0,900). Chaque noeud du graphe
représente une protéine et chaque aréte une interaction. Réseau d'interaction basé sur 619 genes dérégulés dans les tumeurs gastriques, 687
liens identifiés.
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Notre attention a été attirée par le comportement d’un petit sous-réseau, baptisé réseau

« Papillon», comportant 9 geénes impliqués, collégialement, dans les réactions de

détoxification, et majoritairement sous-exprimés dans les échantillons de cancers gastriques

(a I'exception de la SOD2) :

SOD2
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Figure 24 : Cluster de génes interagissant ensemble issu du réseau d'interaction de la base de données STRING : 9 génes :
10 liens identifiés.

Au sein de ce réseau d'interaction, 9 génes ont été identifiés parmi lesquels on trouve :

SOD2 : une superoxyde dismutase qui est une métalloprotéine qui catalyse la
dismutation de 'O, en H,0,. Cette enzyme a une fonction importante dans le systéme

de défense contre les radicaux libres.

GPX3: une glutathion peroxydase qui métabolise une grande variété

d’hydroperoxydes (R-OOH) en plus de I'H,0>, bien que celui-ci reste préférentiel.

GGT6 : une gamma-glutamyl transferase qui est une enzyme membranaire dimérique,
amphiphile, fortement glycosylée (Meister el al, 1981). Il n’existe que peu
d’information sur la protéine codée par ce géne. Les GGT sont conservées dans
I’évolution et son réle serait similaire a celui de GGT1 et GGT5 (synthese et

homéostasie du glutathion) méme si son expression est plus faible.
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GSTA1 : une glutathione S-transferase qui a pour role la détoxification de composés
carcinogenes, médicaments, toxines environnementales, ou encore produits du stress

oxydatif.

CYP2C19 : membre de la famille des cytochromes P450, la protéine CYP2C19 est
impliquée dans le métabolisme des xénobiotiques et de nombreux inhibiteurs de la

pompe a protons.

ADH1B : I'Alcool déhydrogénase 1B intervient dans le métabolisme de I'éthanol, du

rétinol ou encore des produits de la peroxydation lipidique.

ALDH3A1 : I'Aldéhyde Déhydrogénase 3 Family Member Al a pour rdle, la
détoxification de I'acétaldéhyde, de corticostéroides et de produits de la peroxydation

lipidique.

UGTI1A1 : 'UDP-glycosyltransferase 1 polypeptide Al intervient dans le métabolisme

de stéroides ou encore de la bilirubine.

AKR1C3 : membre de la famille des aldo-keto reductases, la protéine AKR1C3 possede
une activité Kétostéroide réductase dans le métabolisme des stéroides, concernant

notamment les cestrogenes et la progestérone.
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Nous avons mesuré I’expression des génes composant ce réseau par PCR quantitative afin

de déterminer si nos échantillons étaient représentatifs des données issues de TCGA.

Niveau d’expression des genes
Base de données du Cancer Genome Atlas Cohortes de patients
Genes Database (TCGA) finistériens (N=32)
Normal vs | Normal vs | Normal vs | Normal vs
Normaux vs Tumeurs
CIN GS EBV MSI

ADH1B -5,3 N.D. 7,1 -6,5 -3,5
ALDH3A1 -14,9 -13,2 -6,1 -16,9 -4,6
CYP2C19 -5,0 -5,3 -2,8 -6,1 -2,6
GGT6 -4,9 -3,2 -1,9 -3,8 N.D.
GPX3 -5,0 -3,0 -6,3 -7,4 -3,5
GSTA1 -6,0 -6,2 7,1 -20,8 N.D.
UGT1A1 2,1 -2,7 N.D. -4,3 2,3
AKR1C3 -3 -3,9 -7,5 -5,6 N.D.
SoD2 1,9 1,9 2,1 2,8 N.D.

Tableau 4 : Comparaison du niveau d'expression de 9 génes, sélectionnés a partir des réseaux d’interactions créés dans
STRING v10.0, a partir de la base de données transcriptomiques TCGA et de notre cohorte de patients. Méthodes : base de
données TCGA : RNAseq; Cohorte des patients: RT-PCR quantitative. N.D. signifie non détectée.
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» Etude des voies métaboliques : KEGG Pathway

Les données de ce réseau ont été intégrées afin d’étudier dans quelles voies métaboliques ces

génes intervenaient de facon commune. Ainsi, nous avons pu classer cette liste de genes au

sein de 4 sous catégories appartenant au métabolisme des dérivés réactifs de I'oxygéne, au

métabolisme du glutathion, au métabolisme des xénobiotiques et a la voie de biosynthese des

hormones stéroides.

De fagon plus précise, voici la liste des voies métaboliques concernées par chacun de ces génes

dérégulés :

Geénes Voie métabolique d'appartenance - KEGG pathway code KEGG

S0D2 FoxO signaling pathway hsa04068
Peroxisome hsa04146
Longevity regulating pathway hsa04211
Longevity regulating pathway - multiple species hsa04213
Huntington disease hsa05016

GPX 3 Glutathione metabolism hsa00480
Arachidonic acid metabolism hsa00590
Thyroid hormone synthesis hsa04918

GGT6 Glutathione metabolism hsa00480
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Taurine and hypotaurine metabolism

hsa00430

Metabolic pathways hsa01100
GSTA1 Glutathione metabolism hsa00480
Drug metabolism - cytochrome P450 hsa00982
Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 hsa00980
Drug metabolism - other enzymes hsa00983
Platinum drug resistance hsa01524
Pathways in cancer hsa05200
Chemical carcinogenesis hsa05204
Hepatocellular carcinoma hsa05225
Fluid shear stress and atherosclerosis hsa05418
ALDH3A1 Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 hsa00980
Drug metabolism - cytochrome P450 hsa00982
Glycolysis / Gluconeogenesis hsa00010
Histidine metabolism hsa00340
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Tyrosine metabolism hsa00350
Phenylalanine metabolism hsa00360
beta-Alanine metabolism hsa00410
Metabolic pathways hsa01100
Chemical carcinogenesis hsa05204
ADH1B Drug metabolism - cytochrome P450 hsa00982
Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 hsa00980
Glycolysis / Gluconeogenesis hsa00010
Fatty acid degradation hsa00071
Tyrosine metabolism hsa00350
Retinol metabolism hsa00830
Metabolic pathways hsa01100
Chemical carcinogenesis hsa05204
CYP2C19 Drug metabolism - cytochrome P450 hsa00982
Arachidonic acid metabolism hsa00590
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Linoleic acid metabolism hsa00591
Metabolic pathways hsa01100
Serotonergic synapse hsa04726
Chemical carcinogenesis hsa05204
UGT1A1 Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 hsa00980
Drug metabolism - cytochrome P450 hsa00982
Drug metabolism - other enzymes hsa00983
Pentose and glucuronate interconversions hsa00040
Ascorbate and aldarate metabolism hsa00053
Steroid hormone biosynthesis hsa00140
Retinol metabolism hsa00830
Porphyrin and chlorophyll metabolism hsa00860
Metabolic pathways hsa01100
Chemical carcinogenesis hsa05204
AKR1C3 Steroid hormone biosynthesis hsa00140
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Arachidonic acid metabolism hsa00590

Folate biosynthesis hsa00790
Metabolic pathways hsa01100
Ovarian steroidogenesis hsa04913

Tableau 5 : Liste des voies métaboliques selon Kegg Pathway correspondant a la liste de génes sélectionnés se basant sur
réseau d’interactions STRING.

L'identification des voies métaboliques dans lesquelles interviennent les genes issus du réseau

« papillon » permet ainsi de diviser notre réseau d’interaction en 4 sous-groupes :

e Maétabolisme des dérivés réactifs de I'oxygene (ROS),
e Meétabolisme du glutathion,

e Métabolisme des xénobiotiques,

e \Voie de biosynthése des hormones stéroides.

Métabolisme
des ROS

Métabolisme du
glutathion

ALDH3A1

a

Métabolisme des xénobiotiques

Figure 25 : visualisation du réseau « papillon » et voies métaboliques communes (seuil de confiance = & 0,900). Réseau d'interactions basé
sur 9 génes dérégulés dans les tumeurs gastriques, 10 liens identifiés.
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Si, en apparence, une réaction catalysée par une enzyme peut sembler vague, celle-ci prend
tout son sens dans le contexte des voies métaboliques qui ont été extraites de la littérature
pour étre décrites par les banques KEGG PATHWAY (Kanehisa et al., 2008), MetaCyc (Caspiet
al., 2008) ou Reactome (Matthews et al., 2009).

En effet, les numéros EC associés a chaque description d’enzyme (cf. Tableau 2) sont souvent
utilisés afin de cartographier les génes d’un organisme sur I’'ensemble des voies métaboliques

connues afin de mieux comprendre sa physiologie.
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C'est ainsi que nous avons sélectionné plusieurs réseaux métaboliques qu’il peut s’avérer

intéressant d’étudier :

e Sous-groupe n°1 : Métabolisme du glutathion
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Figure 26 : Cycle du glutathion.

Le glutathion (L-'-glutamyl-L-cysteinylglycine ; GSH) est un tripeptide formé par 'association

de L-glutamate, de L-cystéine, et de L-glycine. Il contient un groupement thiol (-SH) au niveau

du résidu cystéine qui posséde un fort pouvoir réducteur. Les deux tiers du glutathion libre

sont sous la forme réduite GSH (Meister, 1996). Le glutathion peut réduire les ponts disulfures

non enzymatiques. L’'H,0> produit lors d’un stress oxydant peut-étre réduit par le glutathion

pour produire de I'eau et de I'oxygéne.
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Dans le cadre de tumeurs gastriques, les genes GSTA1, GGT6 et GPX3 sont sous exprimés.

Cette sous-expression a potentiellement pour conséquence une diminution du taux de

glutathion, et donc de sa capacité a réduire I’'H,0; ou prendre en charge les molécules

excrétables.

e Sous-groupe n°2 : Métabolisme des ROS

Source
Vo
02
sop2 | biological
effects
CAT
TXN
GLRX SPe
PRDX
H,0+0,

GSH

GR1

GSSH

Figure 27 : Cycle de I’élimination des espéces réactives dérivées de I'oxygéne.

Dans les conditions physiologiques, 90% des anions superoxydes sont produits au niveau de

la chaine respiratoire mitochondriale. La détoxification de 'O, est majoritairement effectuée

par la SOD2 a manganese (MnSOD). D’aprés les données TCGA, on observe dans les cancers

gastriqgues une augmentation de I'expression de la SOD2 couplée a une diminution de

I’expression de GPX3 qui a pour role de le transformer en H,O + O..
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e Sous-groupe n°3 : Métabolisme des xénobiotiques
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Figure 28 : Cycle de métabolisation du Benzo[a]pyréne

Le Benzo[a]pyréne est un hydrocarbure aromatique polycyclique. Il a été classé cancérigene
de catégorie 2 au niveau de I'Union européenne, le CIRC I'a réévalué et introduit dans le
groupe 1 des agents cancérogénes pour I’homme. CYP2C19 participe a sa prisse en charge au
coté de CYP1A1, CYP1B1, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19 dans l'organisme. GSTA1 par la voie du

glutathion intervient ensuite dans son excrétion.

2,2-Dichloroé ,1-ethanediol

$-(2,2-Dichloro-1-hydroxy)-

9thyl ghutathione 2-5-Glutathionyl acetate

—»0 »0
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Chloroacetic acid

Figure 29 : Cycle de métabolisation du 1,1-Dichloroéthyléne
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Le dichloroéthylene est retrouvé comme solvant de nombreux produits de synthése (résines,
parfums, colorants, laques, phénols...). Il est également utilisé pour I'extraction a froid de
produits tels que la caféine ou le caoutchouc naturel. Selon I'INRS, aucune étude documentée
d’intoxication chez I'homme n’est disponible, mais son utilisation ancienne comme
anesthésique laisse penser qu’il serait a I'origine de troubles de la conscience. Son excrétion

est également effectuée par les GST dont la GSTAL.

CvPia | TCE oxide Dichloroacetic acid
il o
Dichloroacetyl

chlonde

Trchloroacetic acid

t
Trichloroethylene Chloral hycmie

0 Trichloroethanol-

GSTA1 o glucuronide

S-(1,2-Dichlorovinyl)glutathione

Tnchloroethanol

Figure 30 : Cycle de métabolisation du trichloréthyléne
Le trichloroéthylene est un solvant chloré utilisé principalement pour le dégraissage et le
nettoyage des métaux. Il est aussi utilisé dans l'industrie du caoutchouc, des produits

d’entretien, des peintures et vernis. Il est classé cancérogene avéré pour ’homme (groupe 1

du CIRC) pour le cancer du rein. Les genes GSTA1, ALDH3A1, ADH1B et UGT1A1 sous exprimés

dans les cancers gastriques interviennent dans son élimination.
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Figure 31 : Cycle de métabolisation de I'irinotecan

L'irinotécan est un dérivé hémisynthétique de la camptothécine. Il s'agit d'un agent
antinéoplasique qui agit comme inhibiteur spécifique de I'ADN topo-isomérase I. L'irinotécan
est métabolisé par la carboxylestérase en un métabolite actif, le SN-38. L'inhibition de I'ADN
topoisomérase | par l'irinotécan ou le SN-38 induit des Iésions simple-brin de I'ADN et sont
responsables de l'activité cytotoxique. Son élimination est effectuée par voie biliaire et

urinaire aprés sa métabolisation par 'UGT1A1.
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Figure 32 : Cycle de métabolisation de I'aflatoxine B1.
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Les aflatoxines sont des toxines (mycotoxines) produites par des moisissures appartenant au
genre Aspergillus (section Flavi), champignons pouvant se développer et produire les toxines
plus facilement dans les régions chaudes et humides des pays d'Afrique, d'Asie et d'Inde. Le
niveau d'exposition aux toxines peut parfois étre élevé pour les régimes alimentaires
traditionnels a base de mais et d'arachide. L'ingestion de denrées alimentaires contaminées
par les aflatoxines est la voie d'exposition majeure chez I'homme. Quatre aflatoxines (B1, B2,
G1, G2) sont produites dans la nature. L'aflatoxine B1 est la plus fréquente et la plus toxique.

Elle possede des propriétés génotoxiques et carcinogenes.
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e Sous-groupe n°4 : Voie de biosynthéses des hormones stéroides
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Figure 33 : Cycle de biosynthéses des hormones stéroides
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L’'ensemble des hormones stéroidiennes provient du cholestérol. Ce sont les cytochromes

P450scc (side chain cleavage) et les cytochromes P450 associés a I'aldo-keto reductase, dans

la matrice mitochondriale, qui font entrer le cholestérol dans la chaine de biosynthése des

stéroides. En fonction de la glande endocrine dans laquelle elle se produit, cette biosynthese

peut aboutir a la formation de :

e La testostérone, dans le testicule,
e La progestérone et d'cestradiol, dans I'ovaire,
e Les glucocorticoides comme le cortisol dans la glande médullo-surrénale,
e Les minéralocorticoides, comme |'aldostérone, dans la glande cortico-surrénale.
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Figure 34 : Voie de résistance aux traitements de type sels de platine.

On observe sur ce réseau le mécanisme d’action des traitements de type sels de platine sur

métabolisme d’une cellule potentiellement tumorale. GSTA1 intervient notamment dans la

voie d’élimination de ces sels de platines, qui se lient en particulier a I’ADN (mais aussi a I’ARN

et aux protéines), afin de créer des adduits (complexes ADN-Platine) responsable de la

cytotoxicité et qui aboutit a I'apoptose de la cellule.
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Discussion
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Dans cette étude, nous avons découvert un sous ensemble de génes impliqués collégialement
dans diverses réactions de détoxication. La majorité de ces genes sont sous-exprimés dans les
échantillons de cancers gastriques analysés a partir des bases de données TCGA. Ces genes
sont également sous exprimés dans les tumeurs étudiées issues de la base de données clinico-
biologiques du CHRU de Brest. Tous les fragments de tissu utilisés pour ces analyses ont été
extraits de pieces chirurgicales de patients n’ayant pas subi de traitement anticancéreux au

préalable, ce qui s’avére primordial pour étudier les origines de la dérégulation de ce réseau.

La position centrale de GSTA1 dans notre réseau peut étre une indication de I'importance de
son role dans notre réseau. En effet, les GST représentent une famille d'enzymes
multigéniques et multifonctionnelles. Ces enzymes utilisent comme substrats une large
gamme de composés électrophiles pour les conjuguer au glutathion de facon a diminuer leur
réactivité vis-a-vis des macromolécules intracellulaires. Cette conjugaison par le glutathion
permet |'excrétion de ces composés, potentiellement toxiques, hors de la cellule ou ils seront
éliminés. Les GST catalysent l'attaque nucléophile du glutathion sur ces molécules
électrophiles. Cette attaque nécessite I'activation de la fonction thiol du glutathion qui se
retrouve déprotonée via une interaction avec un résidu tyrosyl du site actif qui joue le role de
catalyseur base (Rooseboom et al., 2004). Chez I'hnomme, ces enzymes sont abondantes dans
le foie qu'elles protegent contre les effets de divers xénobiotiques mais elles sont également
présentes dans d’autres organes comme les poumons, I'estomac ou le colon. Pour évaluer la
fonction de GSTA1, des études ont été mené notamment dans des cellules cancéreuses du
poumon. Il a été montré une surexpression de GSTAl1l dans la lignée cellulaire
d’adénocarcinome du poumon A549. Cette surexpression de GSTA1l favoriserait la
prolifération cellulaire et la diminution de I'expression de GSTA1 par lI'intermédiaire d’un
siRNA dans ces cellules induit de maniére significative I'apoptose cellulaire in vitro (Liu et al,
2018). Au contraire, dans des cellules Caco-2, I'étude d'Adnan et al. en 2012 a montré que la
la suppression de GSTA1 par l'intermédiaire d’'un siRNA a significativement augmenté la
prolifération cellulaire et n'a pas modifié le taux d’apoptose. L'hétérogénéité de ces résultats
peut étre dli a un polymorphisme de GSTA1 dans différents types de cellules cancéreuses. Il a
par exemple été montré que les polymorphismes de GSTM1 et GSTT1 étaient associés au
risque de cancer du poumon : Liu et al en 2014 ont démontré qu’'une GSTM1 non fonctionnelle

présentait une association significative avec le carcinome épidermoide (SC), I'adénocarcinome
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(AC) et le carcinome pulmonaire a petites cellules, et gu’'une GSTT1 non fonctionnelle
présentait une association significative dans SC et AC. Plusieurs études ont également étudié
I’association entre les polymorphismes de GSTA1 et les cancers colorectaux (Pettersson et
Mannervik, 2001), de la prostate (Komiya et al 2005), du sein et de la vessie (Matic et al, 2013).
Dengetal, en 2015, ont rapporté que le génotype GSTA1 BB était associé a un risque de cancer

accru, en particulier pour le cancer colorectal chez les Caucasiens.

Les présents résultats ainsi que la position centrale dans notre réseau d’interaction suggérent

gue le réle de GSTA1 est important dans le développement des cancers gastriques.

Au sein de notre réseau, la protéine CYP2C19 possede un lien direct avec GSTA1. CYP2C19 fait
partie des monooxygénases P450, autrement appelées cytochromes P450, qui constituent
une vaste superfamille d'hémoprotéines utilisant I'oxygéne moléculaire pour catalyser
différentes réactions telles que les époxydations, les N-désalkylations, les S-oxydations et les
hydroxylations (Chang et Kam, 1999). Il existe deux grandes familles de cytochromes P450 en
fonction de leur localisation subcellulaire : 1) les enzymes microsomales, qui sont des
protéines membranaires appartenant a la membrane du réticulum endoplasmique et dont le
réle majeur est la détoxication des xénobiotiques et le catabolisme de certains composés
endogenes et ; 2) les enzymes mitochondriales, qui sont intégrées dans la membrane interne
des mitochondries. Ces derniéres sont impliquées dans la synthése des hormones
stéroidiennes. Les cytochromes P450 ont également d'autres rbles. Par exemple, ils
interviennent dans le processus de peroxydation des lipides, en générant des ROS. Ces entités
produisent elles-mémes des aldéhydes comme le 4-HNE (Bardag-Gorce et al., 2005). On
pourra noter que CYP2C19 est une enzyme majoritairement hépatique et qu’un certain
nombre de facteurs cliniques peuvent influer sur l'activité des enzymes hépatiques,
notamment une prise de médicaments associés a ses activités enzymatiques et des maladies
diverses du foie. Dans notre étude, nous regardons son expression au niveau de I'estomac. Le
cytochrome P450 2C19 (CYP2C19) joue un rbéle important dans le métabolisme des
xénobiotiques et des médicaments tels que L'oméprazole, le lansoprazole, le rabéprazole, le

diazépam, le propranolol et le S-méphénytoine.
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Il contribue aussi au catabolisme des substrats endogenes tels que |'estradiol. La variabilité
génétique influe sur l'expression et l'activité du CYP2C19 et peut donc influer sur le

catabolisme des cestrogenes.

Ce qui a principalement été rapporté dans la littérature est son polymorphisme qui pourrait
étre un facteur associé aux différences interindividuelles de sensibilité a certaines formes de
cancers, comme observé avec d'autres CYP dans la population japonaise pour différents
cancers dont I'estomac (Suzuki et al, 2004 ; Gao et al, 2002 ; Cai et al, 2001 ; Yokose et al,
1998 ; Tsuneoka et al, 1996). En effet, environ 3% des Caucasiens, mais jusqu'a 30% des
Asiatiques expriment le phénotype CYP2C19-PM (poor metabolisers) (Xie et al, 1999). En 2008,
Helsby et al ont montré que I'activité de I'enzyme CYP2C19 était diminuée chez les patients
caucasiens atteints d'un cancer avancé du sein, du poumon, du rein, de |'ovaire et du

mélanome.

On peut ainsi supposer que la diminution de I'expression de CYP2C19 a un potentiel rle dans
le développement et/ou la progression de plusieurs cancers dont les cancers gastriques sans
pouvoir conclure sur son role exact, méme si nous pouvons supposer que CYP2C19 peut avoir
un impact significatif sur I'efficacité et la toxicité des agents chimiothérapeutiques qui sont

des substrats pour cette enzyme.

GPx3 posséde également un lien direct avec GTSAL. Ce géne code un enzyme faisant partie
des glutathions peroxydases. Les glutathion peroxydases métabolisent une grande variété
d’hydroperoxydes (R-OOH) en plus de I’'H,0,. Néanmoins pour GPx1, GPx2 et GPx3 le substrat
H,0, reste préférentiel. GPx3 est principalement extracellulaire et est retrouvée
majoritairement dans le plasma (Takahashi et al., 1987) et au niveau des surfaces muqueuses.
Son activité enzymatique permet de réduire le peroxyde d’hydrogene mais également les
acides gras peroxydés avant de pouvoir pénétrer dans les cellules (Brigelius-Flohe et Kipp,
2009). Cette caractéristique unique fait de GPx3 un composant extrémement important non
seulement dans la famille GPx, mais également dans les systémes antioxydants cellulaires,
offrant la premiere ligne de défense contre I'activité des ROS néfastes. Le role de GPx3 dans
la tumorigenése humaine a été rapporté dans les carcinomes de I'cesophage (Lee et al, 2005)

et de la prostate (Yu et al, 2007).
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Une inactivation monoallélique conduisant a une perte partielle d'expression de I'ARNm et de
la protéine GPx3 a été observée dans des Iésions précurseurs bénignes de I'cesophage, tandis
que l'inactivation des deux alléles était détectée dans le carcinome invasif de I'cesophage (Lee
et al, 2005). Une inactivation compléte du géne GPx3 par perte d'un allele ou une diminution
de I'expression par la méthylation de I'allele restant a également été rapportée dans le cancer
de la prostate (Yu et al, 2007). De plus, I'activité suppressive de la croissance tumorale et des
métastases a été démontrée par des études in vitro et in vivo toujours dans la prostate (Yu et
al, 2007). L’analyse de I'expression de GPX3 et la méthylation du promoteur a été étudiée dans
des lignées cellulaires humaines dérivées de cancers de la téte et du cou, du poumon, du sein,
de la vessie et du mélanome (Chen et al, 2011). Il en résulte une régulation négative
significative de I'expression de GPx3, ou une inactivation complete du gene GPx3 di a une
méthylation dense de I'llot CpG du promoteur GPx3 (38—85%) ; En outre, cette étude suggére
gue l'inactivation du gene GPx3 par la méthylation du promoteur entraine une perte partielle
ou totale de la fonction antioxydante. Ces découvertes antérieures, combinées au role de
GPx3 en tant que composant majeur du systéme antioxydant dans le plasma, suggérent que
I'inactivation du gene GPx3 pourrait contribuer a la tumorigenése d'un large spectre de types

de cancer dont les adénocarcinomes gastriques.

GPx3 est associé a la SOD2 au sein de notre réseau d’interaction. La superoxyde dismutase
Mn (MnSOD ou SOD2) assume une fonction de protection contre les composés réactifs de
I'oxygene. Elle est de plus en plus reconnue pour son role dans la tumorigenése. On pourra
noter que les souris knock-out SOD2 homozygotes sont |étales au stade embryonnaire (Li et
al, 1995), ce qui rend difficile I’étude du réle du déficit en SOD2 dans la tumorigenese chez la
souris. Les cas de tumorigenése sont plus nombreux chez les souris SOD2 +/- Gpx1 - / -, mais
les tumeurs sont principalement des lymphomes et, dans une moindre mesure, des
adénocarcinomes du poumon (Zhang et al, 2009). Toutefois, I'expression de la SOD2 dans les
tumeurs malignes d'origine tissulaire différente varie considérablement, allant d'une
régulation a la baisse dans les cancers de I'cesophage (Sun et al, 2011), du pancréas (Cullen et
al, 2003) et du sein (Papa et al, 2014) a un niveau élevé dans les cancers de I'ovaire (Hu et al,
2005) et du cancer colorectal (Govatati et al, 2016). Ces observations indiquent que le réle de
la SOD2 est extrémement complexe et qu'il peut agir en tant que suppresseur de tumeur ou

oncogene, en fonction de I'origine du tissu tumoral et/ou des stades de la maladie.
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Au niveau pulmonaire, la voie SOD-2 est induite par l'inflammation via la voie NF-kB. Cette
voie joue un réle important dans la transition épithélio mésenchymateuse (TEM) et la
migration des cellules tumorales dans |'adénocarcinome pulmonaire induit par des
xénobiotiques comme I'aflatoxine B1. Dans le cas des cancers gastriques, une réponse
inflammatoire via le TNF-a pourrait étre le principal contributeur a la régulation positive de la

SOD-2 ainsi qu’a la TEM et a posteriori, du développement de cellules cancéreuses.

Ceci couplé aux données de notre réseau d’interaction, montrent un lien entre la diminution
de l'expression de GPx3 et I'augmentation de I'expression de la SOD2 suggérant une
accumulation d’H,0; au niveau cellulaire ; une hypothése pourrait étre, que cela puisse servir

de mécanisme commun pour le développement du cancer gastrique.

ADH1B participe, entre autre, au métabolisme médicamenteux. Ce gene est directement lié a
GSTA1 et ALDH3al dans notre réseau. ADH1B voit son expression diminuer dans les
adénocarcinomes de I'estomac. En 2017, Durand et al sont les premiers a avoir signalé un cas
de dérégulation d'un cancer pour I'ARNm d'ADH1B dans les cancers colorectaux. Une
publication récente a également identifié¢ ADH1B et XYLT1 (une enzyme impliquée dans la
biosynthese des chaines de glycosaminoglycanes) comme partenaires d'interaction avec
ADHI1C (Huttlin et al, 2015) qui est également dérégulé a la baisse dans 3 types cancers
gastriques sur 4 (MSI, GS et CIN). Toujours dans le cancer colorectal, il s’avere que XYLT1 est
un partenaire d'interaction de MYC, le deuxieme géne le plus surexprimé dans les CRCs. MYC
a abaissé la régulation des ADH1B et ADH1C, soulignant une contribution de ces enzymes de
détoxification dans la pathogenese des CCR. Dans nos données de RNAseq, MYC n’est pas
dérégulé, la diminution de I'expression de ces enzymes pourrait avoir une autre cause.
Toutefois une contribution de ces enzymes de détoxification dans la pathogenése du cancer

gastrique semble probable.
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Les aldéhydes déshydrogénases (ALDH) oxydent les aldéhydes en acides carboxyliques en
utilisant NAD ou NADP comme coenzymes. Les aldéhydes sont des molécules aliphatiques ou
aromatiques hautement réactives qui jouent un réle important dans de nombreux processus
physiologiques, pathologiques et pharmacologiques. Le génome humain contient 19 génes
ALDH connus, ainsi que de nombreux pseudogéenes. Il convient de noter le fait que I'activité
élevée de divers ALDH, a savoir ALDH1A2, ALDH1A3, ALDH1A7, ALDH3A1 ou encore ALDH4A1
ont été observés dans des cellules souches normales et cancéreuses. La famille des ALDH3
comprend des enzymes capables d’oxyder les aldéhydes aliphatiques et aromatiques a chaine
moyenne, tels que les aldéhydes peroxydes et gras. En outre, ces enzymes ont également des
fonctions non catalytiques, notamment des fonctions antioxydantes. Ces génes sont modulés
par la présence de régions régulatrices positives ou négatives. Leur activation se fait par
I'intermédiaire du récepteur Ah, qui est un facteur de transcription se liant a la séquence
consensus, I'élément sensible a Ah (AhRE) (Whitlock et al, 1996 ; Xiao et al, 1995). Dans la
littérature, I'activité de ALDH3A1 a principalement été décrite dans le cancer du sein et le
cancer du foie. Au niveau du sein, les taux d'ALDH3 varient considérablement entre les
échantillons de tissus mammaires normaux, malins primaires et métastatiques. Une activité
accrue de I'ALDH3A1 dans les cellules épithéliales mammaires humaines est associée a une
croissance et a une survie cellulaires accrues, qui peuvent jouer un role important dans la
promotion de la tumeur (Burchiel et al, 2007). Une étude récente a aussi démontré que
ALDH3A1 est présent dans des quantités plus élevées dans les fibroblastes du cancer du sein
qgue dans les fibroblastes mammaires normaux (Zhang et al, 2011). Dans les cellules
hépatiques, I’ALDH3A1 cytosolique est tres peu exprimé, contrairement a I'ALDH1 cytosolique
qui, dans le foie humain normal, contribue a la détoxification de divers aldéhydes aliphatiques
et aromatiques exogénes et endogenes a différentes longueurs de chaine. De plus, les deux
protéines de liaison a I'ADN découvertes dans les cancers du foie et responsables de
I'augmentation de I'expression de ALDH3A1 ne sont pas retrouvées dans les tissus gastriques
normaux ni dans les cellules KATO Ill du carcinome de |'estomac (Chang et al, 1998). Les
niveaux d'ALDH3A1 sont généralement induits non seulement par des contaminants
environnementaux ou par des polyphénols, comme par exemple le catéchol (Sreerama et al,
2007). Etant donné que le tube digestif et les poumons sont les principaux "points d'entrée"
pour les substances alimentaires et environnementales, il est possible de supposer que ces

substances peuvent induire des niveaux élevés d'ALDH3A1 sur ces sites.
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On pourra aussi noter que des taux élevés d'ALDH3A1 ont été observés dans d’autres tissus
comme par exemple la muqueuse gastrique normale, les tumeurs de la glande parotide, les

lignées cellulaires du cancer du célon (Vasiliou et al, 1999 ; Sreerama et al ;1997).

Au sein de notre réseau, nous observons une diminution de I'expression du gene ALDH3A1
comparé au tissu sain, ce qui laisse supposer une moins bonne prise en charge de
contaminants environnementaux, de polyphénols... pouvant étre a I’origine d’une promotion

facilitée des cellules tumorales.

L'UDP-glucuronosyltransférase 1A1 (UGT1A1) est une enzyme essentielle impliquée dans le
métabolisme du SN-38, le métabolite actif de l'irinotécan utilisé couramment dans le
traitement du cancer colorectal métastatique. Il a été montré une méthylation aberrante de
d’ilots CpG dans des cellules UGT1A1 négatives révélant ainsi que I'état de méthylation de son
promoteur est négativement corrélé a sa transcription génique (Bélanger et al, 2010). Cette
méme étude suggére que le statut de méthylation du CpG-4 pourrait étre un indicateur
pertinent de la méthylation du promoteur proximal d’"UGT1A1 et par conséquent un marqueur
épigénétique potentiel de I'expression du géne UGT1A1. En outre, la régulation épigénétique
du gene HNF1A, un facteur transcriptionnel, pourrait également jouer un réle important dans
la régulation du métabolisme cellulaire de l'irinotecan. Dans l'ensemble, la régulation
épigénétique des génes HNF1A et UGT1A1 pourrait étre déterminante dans la prise en charge

de I'agent anticancéreux SN-38.

Les AKR constituent une superfamille d’oxydoréductases a cofacteur NAD(P)(H) impliqués
dans la biotransformation de nombreux composés tels que les aldéhydes aliphatiques et
aromatiques, les oses aromatiques ou polycycliques, les stéroides, les prostaglandines, les
phytoalexines isoflavinoides et certains xénobiotiques (Jez et al., 1997). Il a été montré que
les cellules neuroendocrines du pancréas, du tractus gastro-intestinal et du poumon
n'exprimaient pas AKR1C3. Les cellules neuroendocrines ont la capacité de produire, de

stocker et de sécréter des peptides et des amines biogénes (Kaltsas et al, 2004).
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AKR1C3 est connu pour réguler la conversion des hormones stéroides, des xénobiotiques et
des cancérogenes chimiques. La signification biologique de I'absence d'AKR1C3 dans les
cellules neuroendocrines est incertaine. |l a été montré une forte expression de AKR1C3 dans
les carcinomes épidermoides et les adénocarcinomes du poumon, mais pas d'expression dans
les carcinomes a petites cellules, une tumeur neuroendocrine du poumon extrémement
agressive (Miller et al, 2012). Il a été démontré que AKR1C3 était largement exprimé dans
d'autres carcinomes non-neuroendocriniens, notamment ceux provenant de la prostate (Fung
et al, 2006), de I'endomeétre (Zakharov et al, 2010), de I'urothélium et du rein (Azzarello et al,
2010), et du sein (Lewis et al 2004 ; Han et al, 2008). Compte tenu des fonctions diversifiées
de AKR1C3 prises en compte, ce gene peut jouer un role important dans les effets
thérapeutiques des chimiothérapies et des radiothérapies sur ces cancers. On peut alors
penser que le faible taux d'expression de AKR1C3 dans les tumeurs neuroendocrines et les
adénocarcinomes gastriques, et le taux élevé d'expression dans les carcinomes épidermoides,
comme le démontrent plusieurs études (Fung et al, 2006 ; Azzarello et al, 2009 et Park et al,
2010), pourraient fournir un marqueur de diagnostic supplémentaire entre les tumeurs NE et

non NE.

Enfin, dernier géne présent dans notre réseau, GGT6 est une gamma-glutamyl transferase
(GGT ou, S-glutamyl-peptide-amino-acide-S-glutamyltransférase). C'est une enzyme
membranaire dimérique, amphiphile, fortement glycosylée (Meister el al, 1981). |l existe en
fait plusieurs isoformes de la GGT différentes par leurs mobilités électrophorétiques. Elles sont
essentielles au maintien de I'homéostasie de la cystéine, a la synthése des leucotrienes, au
métabolisme des conjugués de glutathion et au catabolisme du glutathion extracellulaire. Peu
d’études concernant les gamma-glutamyl transferases ont analysé I'expression et I'activité de
GGT6. Malgré tout, Lasseigne et al (2014) ont noté que le premier intron du gene codant la
GGT6 est hyperméthylé dans les cancers du rein par rapport aux tissus normaux et,
corrélativement, les niveaux de transcription de GGT6 étaient significativement réduits. Ce
niveau d’expression pourrait étre lié a l'infiltration immunitaire et a l'inflammation, et
potentiellement a des modifications de la méthylation de I'ADN par le biais de |'évolution des
niveaux de glutathion et de la disponibilité des groupes méthyles (Heisterkamp et al, 2008 ;

Lertratanangkoon et al, 1997).
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Il semble ainsi, qu’en grande majorité, la diminution de I'expression des génes de notre réseau
retrouvé dans d’autre type de cancers soit due a I’hyperméthylation des promoteurs de ces
genes. Il est donc important de caractériser la méthylation ce ces génes au sein de nos tumeurs

gastriques.

Cette sous-expression des genes du réseau Papillon dans le cancer gastrique semble ainsi
pouvoir servir de nouveaux marqueur de diagnostic. Il reste aussi a déterminer de fagon plus
précise si cette susceptibilité accrue de I'estomac a un ensemble d’agressions génotoxiques
peut étre associée I'induction de ce cancer. Pour répondre a cette question, il faudrait pouvoir
disposer d’'un ensemble de lésions précoces, comme par exemple des préléevements
d’cesophage de Barrett. Bien que ce type de prélevements étagés le long de la muqueuse soit
difficile a obtenir, il est possible d’analyser les conséquences d’une modulation de I'expression
de I'un ou de plusieurs des génes du réseau Papillon, puis de déterminer si les traitements de

chimiothérapie seraient plus efficaces dans des cellules cancéreuses de cancer gastrique.

153



Conclusion Générale
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L'objectif majeur de ce projet est d’aboutir a I'identification de nouvelles cibles pronostiques
et/ou thérapeutiques. Le but, a terme, étant la mise en ceuvre d’'une médecine de plus en plus
personnalisée et qui permettrait de prendre en compte un ensemble de données caractérisant
de la maniere la plus précise la tumeur de chaque patient, et ainsi lui fournir le traitement le

plus adapté. Ce travail, de par son lien avec le domaine clinique s’inscrit dans cet objectif.

Ces travaux de recherche se sont intéressés a étudier |'effet de mutations qui touchent des
répétitions non codantes du génome, caractéristiques de l'instabilité microsatellitaire. Ces
observations ont permis d’identifier de nouvelles altérations d’épissages spécifiques des
tumeurs MSI aussi bien dans I'estomac que dans le colon ou I'endomeétre. Ainsi, ces travaux
viennent naturellement compléter des observations récemment effectuées dans ces cancers,
sur les génes HSP110, ATM ou MRE11. Et méme s'il reste encore a éclaircir de maniére exacte
le mécanisme de survenue de ces anomalies d’épissage, la multiplication de ces observations

suggere qu’il existe un lien étroit entre anomalies d’épissage et cancers MSI.

Mes travaux ont également permis d’identifier un ensemble de génes, dont les fonctions
communes de biotransformation et de régulation du stress oxydant semblent jouer un réle
clé dans la progression tumorale et la réponse au traitement de type chimiothérapie. La
continuité de ce travail, notamment par I'étude des profils de méthylation de ces genes,
participera certainement a faire la lumiére sur la question de leur role, a la fois au niveau
moléculaire (compréhension des mécanismes d’initiation et de progression tumorale et
intégration des différents processus génétiques et épigénétiques) et cliniques (diagnostic,

pronostic et thérapeutique).
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Annexe 1
Données supplémentaires :

Matériels et méthodes

Création d’un réseau d’interaction a I'aide de la base de données STRING (version 10.5) a

partir de la liste des genes communément dérégulés a la baisse dans le cancer gastrique.

Utilisation des données de « S5.7a_mRNA_differential_expression_20140128 » publiées dans
Comprehensive Molecular Characterization of Gastric Adenocarcinoma, Nature, 2014

(https://tcga-data.nci.nih.gov/docs/publications/stad 2014/).

Pour chacune des 4 catégories, les génes différentiellement exprimés ont été identifiés aprés
une analyse non appariée a deux classes en utilisant SAMseq avec un seuil FDR de 0,05. Les
résultats ont été filtrés en éliminant les genes dont I’expression médiane était inférieure a 5
RPKM. Les génes pour lesquels la p-value était inférieure a 0.05 apres un test de Wilcoxon ont

été sélectionnés.

Nous avons ensuite sélectionné les ggénes communément dérégulés au sein d’au moins 3 des
4 catégories : tumeurs infectées par le virus d’Eptstein Barr (EBV) vs normal, tumeurs avec une
instabilité des microsatellites (MSI) vs normal, génomiquement stables (GS) vs normal et
tumeurs chromosomiquement instables (CIN) vs normal. W.pval.unpaired : p-value
aprés un test de Wilcoxon unpaired test et fold.change : (median.group2 + 1)/(median.groupl

+1).
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Normal vs CIN DOWN

Normal vs GS DOWN

Normal vs EBV DOWN

Normal vs MSI DOWN

W.pval.unp W.pval.unp W.pval.unp W.pval.unp
GENE aired fold.change GENE aired fold.change GENE aired fold.change GENE aired fold.change
4,91669E- | 0,00050411 4,72157E-| 0,00047772 6,46314E-| 0,00042207 8,23758E-| 0,00039797
GKN1 07 6 GKN1 05 5 GKN1 05 1 GKN1 06 4
4,27411E-| 0,00234448 0,00227289 0,00026084 | 0,00209491 3,66675E-| 0,00206188
GKN2 06 6 GKN2 0,000107 3 GKN2 4 3 GKN2 05 7
LIPE 0,00015715| 0,00378759 LIPE 0,00085753 | 0,00384737 REG3A 0,00251179 | 0,00320502 PGC 0,00143254 | 0,00293181
4 3 9 5 9 7 4 3
GIE 0,00134338 | 0,01004784 PGC 0,01217009 | 0,00437042 TEFL 0,00313799 | 0,00427778 LIPE 8,05742E-| 0,00378034
6 2 2 5 7 6 05 6
6,48935E-| 0,01006637 0,00605449 0,00442847 0,00159640 | 0,00570033
PGA3 07 9 TFF2 0,0044907 6 LIPF 0,00318903 3 REG3A 9 8
0,00091069 0,00133601 | 0,00772135 0,00095549 | 0,00446448 0,00028694 | 0,00784319
REG3A 91| 0,01223972 GIF 4 5 TFF2 8 7 GIF 7 1
CHGA 3,68371E-| 0,01593830 REG3A 0,00241832 | 0,00965435 PSCA 2,63489E- | 0,00640946 PGA3 2,68701E-| 0,00985500
06 8 7 6 06 2 07 6
G) 7,67881E-| 0,01845448 PGA3 1,59417E-| 0,01011582 PGC 0,01384400 | 0,00644280 CHGA 1,05826E- | 0,01075883
05 9 05 8 5 5 07 5
0,00588994 | 0,03039224 0,01169407 | 0,00892774 1,42814E-| 0,01186594
KRT20 5 4 PSCA 6,6887E-06 | 0,01625443 GIF 6 9 CXCL17 07 4
PGC 0,01897083 | 0,03241573 oXCL17 2,18125E-| 0,01641396 PGA3 2,31005E- | 0,00979876 KRT20 0,00082768 | 0,01590768
9 1 05 5 05 9 8 1
1,03482E-| 0,03369185 0,00258351 1,11841E-| 0,01023869 0,02329304
CXCL1y 05 9 TFFL 91| 0,02397414 CHGA 06 3 TFF2 0,00307994 8
0,00134080| 0,03391976 0,02749192 0,00166128 | 0,01322719 0,00046772 | 0,02679122
TFF2 1 4 IGJ 0,00149448 5 KRT20 4 2 IGJ 1 9
3,85003E-| 0,04132804 2,63957E-| 0,03051123 1,02603E- | 0,02236557 1,22334E- | 0,03366067
PSCA 06 3 AX747544 05 4 AX747544 05 1 SST 06 )
0,00086814 | 0,04375550 3,18795E-| 0,03333015 0,02469862 0,00412687 | 0,03850270
TFF1 7 5 CHGA 05 5 MT1G 4,4418E-09 . TFF1 1 7
3,52032E-| 0,04484442 2,32348E-| 0,04738129 1,02603E- | 0,02666315 1,06799E- | 0,04124974
SST 06 1 AKR1B10 06 7 DPCR1 05 5 PSCA 05 7
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Normal vs CIN DOWN

Normal vs GS DOWN

Normal vs EBV DOWN

Normal vs MSI DOWN

W.pval.unp W.pval.unp W.pval.unp W.pval.unp
GENE aired fold.change aired fold.change aired fold.change aired fold.change
AKRLBL0 2,33415E-| 0,04687314 | | 0,00093473 | 0,05710788 | | - 5,36719E- | 0,02874217 | |, oo 1,07203E- | 0,04607866
07 7 1 5 06 9 06 7
2,61355E- 0,01630075 | 0,05912973 4,64677E- | 0,04825364 1,54846E-
KCNE2 05| 0,05913674 | | KRT20 7 1| [FAM3B 07 5| |G5TAL 06 | 0,04848937
0,00012633 | 0,06068906 0,00049868 | 0,06218973 0,04911915 7,28659E-
DPCR1 8 g| |SLOOA 3 g| | KCNE2 0,00034236 3| | KCNE2 06 | 0,04928869
0,00136625 0,01151875 | 0,06407021 3,56751E- | 0,05158547
C6orf58 3| 0,06186147 | | 608 7 2| |MTIM 13 2| [ALPHSAL 1 g 59676-07 | 0,05905667
lg_alpha_1- | 2,92879E-| 0,06347515 0,00053358 | 0,07500771 2,03138E- 2,54131E- | 0,05956672
[alpha]2m 05 7057 3 6| |0 05| 0,05382285 | | AX747>44 05 7
2,00812E- | 0,06374108 0,07647400 0,00082986 | 0,06007266 7,07786E- | 0,06229924
AX747544 o of |ALDH3AL | (oo 5| |stesas . o| |SLC5AS . ;
0,06576718 2,65229E- | 0,07890409 0,00275176 | 0,06020421 | |Ig_alpha_1- | 0,00013858
MAL 3,7545E-15 g| |0%2! 06 5| | CoOrfs8 1 8| |[alpha]2m 41 0,06313774
ALDHaAL 4,16613E-| 0,06686979 | [ . . 0,00122471| 0,07975849 | | 0,00426140 | 0,06204053 | | . 0,01012470 | 0,06521496
07 9 8 2 5 5 2 9
4,15289E- | 0,06990650 0,00050207 | 0,09541977 8,14682E- | 0,06231759 4,42293E-
MYOC 09 6| | PA2 6 7| | PUOXA2 07 5| |MYOC 10| 0,06701554
0,00061822 | 0,07122801 0,00552687 | 0,10033863 1,37098E- | 0,06791088
SLESAS 2 5| | FCGBP 1 4| |CKB 5,3564E-12 | 0,06523001| | VA 13 1
1,75416E- | 0,08107254 0,11608495 1,84617E- | 0,06614014 7,90225E- | 0,07253343
DPT s .| |PsapLL 0,00193907 2| |FAM3D o ~| |soxa1 . -
FCaBp 0,09078124 | |Ig_alpha_1- | 0,00409636 | 0,11882993 |, 0,01246350 | 0,06770103 | |, - 0,00183985 | 0,07385403
0,00044421 4| |[alpha]2m 4 3 3 8 6 4
0,09963244 0,00096650 | 0,12240832 0,07063084 2,54131E- | 0,07496568
S0x21 1,7171E-06 g | SCCB2AL 8 5| |MYOC 9,5347E-06 3| | V5162 05 3
0,10192405 0,13211674 0,00046772 | 0,07502521
C160rf89 | ¢ 3070-12 a| |ADTRP 0,0044907 2| |AKRIBIO | 4 00034236 | 0,07327521| |APTRP 1 4
0,00062882 | 0,10509778 7,47275E-| 0,13404133 0,07572683 2,16036E- | 0,07998921
CPA2 : 5| |sosToct " 2| [AKRiC2 . 4676E-10 o | |FAM3B . 5
0,10684332 1,95918E- | 0,13888793 1,81471E- 3,62464E- | 0,08070161
MTiM 5,3079E-12 g| |B3GNT6 05 4| |HPGD 08| 0,07613152| | X4 08 3
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Normal vs CIN DOWN

Normal vs GS DOWN

Normal vs EBV DOWN

Normal vs MSI DOWN

W.pval.unp W.pval.unp W.pval.unp W.pval.unp

GENE aired fold.change aired fold.change aired fold.change aired fold.change
LGALSOC 2,12882E-| 0,11440093 VSIGY 0,00258351| 0,14128571 HBB 3,76849E-| 0,07797052 MTIM 1,24313E-| 0,08178712
08 9 9 7 09 8 09 2
SCGBIAL 0,00010012 | 0,11492955 GPT 0,00061687 | 0,14738215 C160rf89 6,56789E-| 0,07873126 C160rf89 3,75269E-| 0,08711881
2 1 8 3 10 6 11 2
VSIG2 0,00017419| 0,11745188 SLCOA4 0,00019117| 0,14873951 | |lg_alpha_1- | 0,00713877 | 0,08354540 DPT 1,12515E-| 0,08774676
8 4 3 8| |[alphal2m 1 5 10 7
0,12098806 0,01717178| 0,15012949 1,13566E- | 0,08582906 1,60941E- | 0,08818612
SOSTDC1 12129E-11 1 ADH1B 3 9 EEF1A2 08 4 SOSTDC1 10 1
2,38348E- 0,15399483 2,69843E-| 0,08601783 0,08866681
CFD 13| 0,12277818 REP1S 0,00227634 5 DPT 09 9 CLEC3B 3,5624E-13 8
0,00036975 0,00025888 | 0,15499649 7,89454E-| 0,08753855 1,11156E-| 0,09201744
PSAPL1 9| 0,12728429 FAM3B 1 5 SOSTDC1 10 9 AKR1C2 12 4
0,00052675| 0,12894178 8,95207E-| 0,15763673 3,07986E- | 0,08798754 0,09416937
ADH1C 9 3 SCNN1B 10 9 MAL 14 . CPA2 5 0594E-05 7
1,56006E- | 0,13186000 4,76177E-| 0,15955405 0,01788796 | 0,09188207 0,09770813
HPGD 1 . LGALS9C 06 7 AKR7A3 2 9 EEF1A2 38175608 9
4,74166E-| 0,13837694 0,01184513 0,00062908 | 0,09412357 0,09835750
AKR1C2 10 3 CAPNS 2| 0,16009115 CPA2 5 4 CKB 1,2984E-11 9
2,30385E-| 0,14170353 3,66598E-| 0,16144608 0,00026724 | 0,10729850
CLEC3B 13 c AKR1C2 08 8 SCGB2A1 2.3258E.05 | 0,09797518 PSAPL1 3 6
5,39855E- 0,16212387 7,91455E-| 0,10002548 3,98162E- | 0,10968554
B3GNT6 07| 0,14254288 MYOC 0,00063875 1 GPT 05 8 SCGB2AL 05 6
3,68449E-| 0,14541106 0,16247985 0,00031723 | 0,10375873 2,03841E-| 0,11994303
MT1G 06 6 GSTAL 0,00250336 5 CAPNS 8 4 HBB 08 9
3,35745E-| 0,14608304 0,00038780| 0,16400307 0,10760083 5,74677E-| 0,12352341
HBB 09 3 DUOXA2 3 1 CLEC3B 9,0838E-11 6 B3GNT6 07 3

1,10396E-| 0,15184351 8,40058E-| 0,16494503 6,61784E-| 0,11217416 1,84796E-
SCNN1B 13 3 AKR1B15 06 4 SCIN 08 1 HPGD 09| 0,12727219
0,00284619 | 0,15236594 1,92405E- | 0,16671352 0,01116843 1,73485E- | 0,13347552
ADTRP 1 4 HBB 06 - PSAPL1 3| 0,11415839 LGALS9C 06 3
0,15339521 4,05733E-| 0,16839499 2,44138E-| 0,11809827 0,13376161
GPT 6,9794E-05 9 RDH12 06 6 HBA2 08 9 REPLS 0,00050081 7

177



Normal vs CIN DOWN

Normal vs GS DOWN

Normal vs EBV DOWN

Normal vs MSI DOWN

W.pval.unp W.pval.unp W.pval.unp W.pval.unp
GENE aired | fold.change GENE aired | fold.change GENE aired | fold.change GENE aired | fold.change
3,52186E-| 0,16546626 2,43817E-| 0,17209358 0,00377505 | 0,12176569 0,13463894
AKR1B15 07 5 EEF1A2 07 9 VSIG2 5 1 GPX3 53375613 5
8,73994E-| 0,16685628 1,36158E-| 0,17548740 0,12522592 9,10676E-| 0,13760671
EEF1A2 06 5 HPGD 08 5 PDIA2 17231E-07 5 SCNN1B 13 7
GSTAL 0,00220357 | 0,16711590 MAL 5,19775E-| 0,17683829 HBAL 1,34139E-| 0,12622912 AADAC 0,00019374 | 0,13870481
4 3 10 8 08 8 9 4
SLCOAL 5,37547E-| 0,16903879 MTIM 1,41841E-| 0,18376130 HOMER?2 2,56655E-| 0,12769916 SLCOA4 3,70627E-| 0,14226102
05 1 05 5 15 9 06 7
6,34541E-| 0,17465332 0,00027883 3,01031E-| 0,12910814 0,00162448 | 0,14285714
FAM3D 06 7 CYP2C19 6| 0,18897352 LDHD 11 5 CAPN9 9 3
0,00074867 | 0,18309129 1,44266E- | 0,19690429 3,38947E-| 0,12934021 0,14571910
REP15 9 z ID1 09 3 LGALS9C 05 3 FCGBP 0,01549078 5
RDH12 6,31273E-| 0,18414397 BHLHALS 0,00144601| 0,19881458 B3GNT6 0,00030676 | 0,13042656 RDH12 2,92039E-| 0,14876563
08 5 8 2 6 3 10 9
RNASEL 4,89572E-| 0,18481464 AKR7A3 0,01284379| 0,19981798 AKR1C3 1,02603E- | 0,13288259 ADH1B 2,04723E-| 0,15354969
06 3 7 8 05 3 10 7
3,72444E-| 0,18690519 7,12702E- 0,00259877 | 0,13930512 1,76373E-| 0,15963859
ADH1B 11 6 LGALS9B 06| 0,20400827 REP15 9 3 SCARAS 12 3
1,68349E-| 0,18773142 8,49615E-| 0,22009217 3,63142E-| 0,14013599 3,50313E-| 0,16326734
LGALS9B 07 4 LDHD 07 ’ ADH1B 07 6 CYP2C19 05 4
GPX3 2,88902E-| 0,19999053 PDIA2 0,00321365| 0,23426638 GSTAL 0,01246350| 0,14143377 DPCR1 0,00057363 | 0,16420532
14 2 5 2 3 9 4 3
CYP2C19 1,74387E-| 0,20094412 DUOXAL 2,47764E-| 0,23573399 SOX21 0,01088657 | 0,14340831 HOMER2 1,71219E-| 0,16478318
06 8 05 9 8 9 10 3
0,00228889 | 0,20102616 0,00051690| 0,23840232 0,15172037 1,01214€E-
CAPN9 4 9 RNASE1 7 ) SCNN1B 9,0838E-11 7 LGALS9B 05| 0,17361454
0,00055417| 0,20490163 1,53467E-| 0,24553214 7,52365E- | 0,15370977 5,38801E-
GGT6 3 7 HOMER2 07 1 RDH12 07 5 RNASE1 06| 0,17661013
HBA2 3,96232E-| 0,20598373 AKR1C3 0,00034769 | 0,25105505 SCARAS 6,96562E- | 0,15631875 AKR1C3 3,63384E-| 0,17684287
09 3 2 3 12 6 06 4
HBAL 2,526560ES— 0,2066928(; MT1G 0’00352422 0,253 1814(15 GPX3 5,004781E3: 0,1592667131 AKR1B1S 0,00014692 0,17838645)l

178



Normal vs CIN DOWN

Normal vs GS DOWN

Normal vs EBV DOWN

Normal vs MSI DOWN

W.pval.unp W.pval.unp W.pval.unp W.pval.unp
GENE aired | fold.change GENE aired | fold.change GENE aired | fold.change GENE aired | fold.change
0,20692348 9,93849E-| 0,26014581 7,33598E-| 0,15962921 2,43488E-| 0,18131313
SCARAS 4,8208E-12 8 SCIN 05 3 CFD 11 4 SCIN 06 1
0,00618366 | 0,21266167 0,00114530| 0,26944049 0,00401167 | 0,16454398
AKR7A3 3 6 EYA2 6 3 ALDH3A1 4 7 FAM177B 0,00189765 | 0,19670765
0,21553286 0,00139900| 0,26944642 0,00052250 | 0,17080490 0,19742330
AADAC 0,00029791 1 KCNJ15 9 8 AKR1BLS 5 3 PDIA2 0,00067853 2
0,00060285 | 0,22320187 0,00012567 | 0,29074525 0,17422962 3,98264E- | 0,19882053
PDIA2 9 5 DPT 6 7 PTGR1 3.7301E-10 - EYA2 07 1
KB 2,33575E-| 0,23937760 HBA2 2,81208E-| 0,29250524 EAM1778 0,00426140| 0,17587462 CED 3,41787E-| 0,20557018
08 5 05 8 5 2 09 9
0,24187470 2,58467E-| 0,30010981 1,15077E-| 0,17946323 0,00317249 | 0,20946587
LDHD 3.1126E-08 6 MT1X 05 5 DUOXA1 08 3 DUOXA2 3 4
2,34134E-| 0,24369094 0,30034647 1,84617E-| 0,18457585 4,93922E- | 0,22992369
GCNT4 1 N HBA1 4,8237E-05 4 CXCL14 05 - HBA2 06 c
1,53497E- | 0,24595600 0,00462705 | 0,30127376 0,01458260 | 0,18831104 9,89354E-
MT1X 09 4 FAM3D 4 3 ADH1C ’ ’ GCNT4 10| 0,23052423
5,81541E-| 0,24941052 0,02838051 | 0,30975812 0,18834137 0,00807148
DNASELL3 09 8 cGTe 2 2 SLC9A4 0,00545913 3 GPT 71 0,23134038
LYVEL 4,42318E-| 0,25018793 AADAC 0,01168511| 0,31253246 LGALSOB 2,66969E- | 0,18994538 DNASELL3 2,73613E-| 0,23163076
09 6 7 8 05 4 09 7
0,00347342 | 0,25353430 0,31725413 0,00082986 | 0,19158591 0,00100724 | 0,23168343
FAM1778B 4 5 FAM1778B 0,01903707 4 RNASE1 4 ) UGT1A1 9 3
0,27126836 0,31938545 3,19177E-| 0,21403854 0,00100724 | 0,23433038
KCNJ15 0,00016797 3 C160rf89 0,00010751 7 LYVE1 09 ’ BHLHA15 9 .
0,01556349 | 0,31376614 4,65486E-| 0,33065353 7,20055E- | 0,24294207
BHLHALS 4 5 GPx3 06 7 MT1X 09 2 MT1G 0,00067853 | 0,24786884
oxCLi4 0,00058293 | 0,31700957 GCNT4 6,02327E-| 0,33676470 GDPD3 2,63489E-| 0,24832532 DUSPS 1,85772E-| 0,24943867
3 3 07 6 06 8 06 9
FAM3B 1,92776E-| 0,31773649 ST 0,00126630| 0,34136667 BHLHALS 0,01535503 | 0,27861998 LYVEL 1,34992E- | 0,25744287
05 8 3 8 8 6 06 3
0,00404605 | 0,32708604 0,01467443| 0,35380691 0,28127033 1,43142E-| 0,26495083
DUOXA2 6 4 TMEM92 3 7 CIDEC 5,5633E-06 7 HBA1 05 5
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Normal vs CIN DOWN

Normal vs GS DOWN

Normal vs EBV DOWN

Normal vs MSI DOWN

W.pval.unp W.pval.unp W.pval.unp W.pval.unp
GENE aired | fold.change GENE aired | fold.change GENE aired | fold.change GENE aired | fold.change
5,53858E- 0,00476714| 0,35615830 0,28536137 0,01330477 | 0,26627891
SCIN 05| 0,32842131 FAMA6C 6 6 CBR1 9,4676E-10 4 GGT6 9 2
EVA2 0,00992474| 0,32891773 KLEA 1,90026E- | 0,35948695 SELENBP1 6,84183E-| 0,28983315 KCNJLS 0,00022388 | 0,28166458
9 4 08 5 06 8 3 4
AKR1C3 0,00042190| 0,33231746 CBR1 9,09871E-| 0,36025065 DUSPS 0,00011124 | 0,29372042 EAM3D 0,00063459 | 0,29997105
5 5 08 2 9 2 6 1
5,21372E-| 0,34571591 1,48499E- | 0,30380625 0,00016153 | 0,31505015
SLC7A8 09 9 GDPD3 0,00019909| 0,3628023 SLC7A8 07 7 DUOXAL 3 6
EAMA6C 0,00256329 | 0,35005750 UGT1AL 0,00028934 | 0,36387680 DNASELL3 0,00144272 | 0,33417505 LDHD 0,00017378 | 0,31615852
3 5 6 2 1 7 2 4
8,37686E-| 0,35187579 0,36551268 4,34891E- | 0,34364033 0,02185887 | 0,32299023
ID1 06 z DNASE1L3 0,00013065 5 KLF4 08 9 AKR7A3 8 5
6,90708E- | 0,35758700 0,00398094 0,35031190 1,33295E-| 0,32319284
KLF4 10 2 cxcLia 2| 0,38118529 D3 0,00018238 9 SLC7A8 08 5
CBR1 5,81541E-| 0,36340352 DUSPS 0,00130918 | 0,39378408 CYP2C19 0,00540410| 0,35766825 TMEMS2 0,01510583 | 0,32328288
09 8 9 8 7 7 2 6
6,84694E- | 0,36380806 1,61537E-| 0,39486392 3,24527E-| 0,36452301 4,72848E- | 0,32768350
DUSP5 05 9 SELENBP1 05 2| lGenTa 05 1 MT1X 06 5
5,64695E-| 0,37190266 8,48424E-| 0,39562986 0,37603280 5,87568E-| 0,34313925
GDPD3 05 9 CLEC3B 05 2| | OSGIN1 9,5217E-07 5 SELENBP1 06 3
1,62409E- 0,00061687 | 0,39796737 0,02774662 | 0,41141155 2,44049E- | 0,35605883
SNRPN 09| 0,37312038 CKB 8 3| |TST 1 8 CIDEC 05 1
0,00869059 5,73242E-| 0,40759532 0,02908309 | 0,44831746 0,01231770| 0,35757112
TMEMS2 6| 0,38516402 OSGIN1 07 4| | CYP4AF12 6 7 FAMA6C 6 2
0,00480413 0,00569133 | 0,41447475 0,01535503 | 0,57684277 0,00016153 | 0,36895166
DUOXAL 2| 0,38860703 CFD 2 71 |ID1 8 3 D3 3 5
3,82954E-| 0,39297637 8,09088E-| 0,41705028 6,09463E- | 0,63510762 6,13509E- | 0,38190673
PTGRI 08 4 PTGRL 07 5| | HADH 05 2 D1 06 7
0,00129894 | 0,39930551 2,67411E- 4,59831E- | 0,38587471
HOMER2 9 9 SLC7A8 06| 0,43423589 KLF4 07 )
ST 0,0012384; 0,4163973(; LYVEL 0,00552681 0,43692502 CYPAELD 0,00013431 0,3888306§
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Normal vs CIN DOWN

Normal vs GS DOWN

Normal vs EBV DOWN

Normal vs MSI DOWN

W.pval.unp W.pval.unp W.pval.unp W.pval.unp
GENE aired | fold.change GENE aired | fold.change GENE aired fold.change GENE aired | fold.change
D3 0,00010585 | 0,42541604 CYPAELD 0,00386199 | 0,43927098 0SGINL 2,22627E-| 0,41454189
4 7 9 7 07 4
0,00014778| 0,43598228 0,00759545 | 0,45525836 2,34348E-
CYP4F12 3 4 CIDEC 6 3 GDPD3 05| 04147334
0,44541215 0,00122464 | 0,47382536 1,65713E-| 0,42227016
SELENBP1 5 6974E-06 s SCARAS 5 4 PTGR1 07 9
0,44767668 0,49719692 0,00273381 | 0,43454624
CIDEC 0,0016966 9 D3 0,00331431 8 ST 8 7
2,00812E-| 0,45578064 1,19118E-| 0,59975602 2,66295E-
OSGIN1 05 8 HADH 05 6 CBRI 06 | 0,44857795
UGT1AL 0,00699924 | 0,46827576
6 8
5,97609E-| 0,57931367
HADH 09 3
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Caractérisation multiparamétrique des cancers de I’'cesophage et de I’estomac

Mots clés : Cancer gastrique, MSI, épissage alternatif, détoxification, antioxidants, résistance aux médicaments.

Résumeé : Le cancer gastrique est la deuxiéme cause de mortalité par
cancer dans le monde. En France, la région Grand Ouest est
particulierement touchée, et le département du Finistére se situe au
premier rang. L'incidence des cancers de |'estomac et de la jonction
cesogastrique augmente et les thérapeutiques disponibles montrent
trés souvent leurs limites, ce qui en fait un probléme de santé publique
important.

Afin d’étudier les bases moléculaires de ces cancers, un premier axe de
ces travaux a consisté a mener un ensemble d’analyses des données
génomiques issues des projets Cancer Genome Atlas (TCGA) et de
I'International Cancer Genome Consortium (ICGC). Parmi une
cinquantaine de mutations ponctuelles de type insertion, délétion ou
substitution, situées dans des régions exoniques et introniques et
d’une fréquence supérieure a 5%, huit délétions ont été retrouvées
dans les cancers gastriques archivés au CHRU de Brest, deux d’entre
elles pouvant conduire a un défaut d’épissage. L'analyse de I'épissage
des genes mutés a montré |'apparition de transcrits alternatifs
uniquement dans les cancers (y compris au-dela de I'estomac) et dans
les lignées cancéreuses avec instabilité des séquences
microsatellitaires (MSI), suggérant un lien entre la machinerie de
réparation de I'ADN et le contrble de I'épissage. Afin d’analyser le
mécanisme d’épissage alternatif résultant de ces mutations, plusieurs
minigénes ont été construits a partir des séquences d’intérét, mutées
et non mutées, puis transfectés dans des cellules cancéreuses MSI et

NON-MSI.

Les résultats seront présentés, et mis en perspective afin d'en
déterminer les répercussions sur la pathogénese du cancer gastrique.

Le deuxiéme axe de ces travaux de recherche a consisté en I'analyse

de données transcriptomiques issues également du projets Cancer
Génome Atlas. Nous avons ainsi mis en évidence des ensembles de
miner les répercussions sur la pathogéneése du cancer gastrique.

Plus de 140 génes dérégulés a la baisse et plus de 400 génes dérégulés
a la hausse dans les adénocarcinomes gastriques. A la suite de quoi,
nous avons pu établir un réseau in silico, comportant 687 liens
associant 540 génes dérégulés dans les tumeurs gastriques. Apres
avoir intégré ces ensembles de données au sein d’un réseau génique
d’interactions, nous avons pu mettre en évidence plusieurs
groupements de genes interagissant respectivement ensemble. Notre
attention a été attirée par le comportement d’un petit sous-réseau,
baptisé « comportant 9 génes impliqués,
collégialement, dans les réactions de détoxication, et tous sous-

réseau Papillon »,

exprimés dans les échantillons de cancers gastriques. Nous espérons
maintenant comprendre comment ces voies sont dérégulées et leurs
roles dans le mécanisme de pathogénicité du cancer gastrique, qui
pourraient a terme constituer de nouvelles cibles thérapeutiques.

Characterization of esophageal and gastric adenocarcinoma

Keywords : gastric cancer, MSI, splicing, detoxification, antioxidants, drug resistance.

Abstract : Gastric cancer is the world’s second leading cause of
cancer mortality. In France, 6550 cases were diagnosed in 2012.
Brittany is particularly affected; Finistére is the worst department in
France. The incidence of stomach and esophageal cancer increases
and the few treatment options are ineffective because of late
detection, which make it a major public health problem.

To dismember the genetic causes of these cancers, we conducted a
series of analyzes on the Cancer Genome Atlas project database,
which compiles genomics, transcriptomics and epigenomics data from
more than 290 patients with stomach adenocarcinoma and 200
patients with esophagus adenocarcinoma. These analyzes allowed us
to identify about fifty point mutations as insertions, deletions or
substitutions in exonic, intronic and intergenic regions, and with a
frequency higher than 5%. Of eight simple nucleotide deletions found
in gastric cancers collected in Brest University Hospital, two could lead
to a splice defect. Analysis of these mutated sequences has shown the
appearance of alternative transcripts only in cancers (including
beyond the stomach?) and in microsatellite instability (MSI) tumor cell

lines, suggesting a link between the DNA repair machinery and the
control of splicing. In addition, bioinformatics predictions indicated
that hnRNPA1 splice protein could bind to the immediate vicinity of an
intronic homopolymeric sequence, which would lead to skipping the
next exon.

In order to analyze the alternative splicing mechanism resulting from
these mutations, several minigenes encompassing the alternatively
spliced region were engineered from the mutated and non-mutated
sequences of interest. We have also identified more than 140 genes
under-expressed and 400 genes over-expressed in gastric
adenocarcinoma. After integrating this data in a gene interaction
network, we were able to identify several groups (“clusters”) of genes
interacting together. Our attention was drawn to the behavior of a
small sub-network, comprising 9 genes involved, collegially, in
detoxification reactions, and all under-expressed in gastric cancer
samples. We hope to understand how these pathways are deregulated
and their roles in the pathogenicity mechanism of cancer, which
eventually constitute new therapeutic targets.
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