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AVANT-PROPOS

Le cancer est actuellement la seconde cause de déces dans le monde aprés les maladies
cardiovasculaires et ce, malgré I'émergence de nouvelles maladies contagieuses (I’AFP-Relaxnews
2019). Il est prévu que dans quelques années le cancer représentera la premiére cause de décés
(Foucart 2020). C’est ce qui commence a étre observé dans les pays industrialisés ou la hausse de
I'incidence des cancers est plus rapide. En effet, ces pays ont un fort vieillissement de la population et
un mode de vie qui se dégrade (Dagenais et al. 2020). Chaque année, plus de 18 millions de personnes
sont diagnostiqués avec un cancer et 10 millions d’entre eux vont en mourir (IARC 2018). La mortalité

étant majoritairement associée a la présence de métastases.

Le cancer colorectal est I'une des tumeurs malignes la plus courante (3*™) dans les pays occidentaux.
Il provoque fréguemment la mort de patients et il est attendu une émergence de cette maladie aux
cours des prochaines années (2.5 millions de patients diagnostiqués pour 2035) (Xie, Chen, et Fang
2020). Il est d’ailleurs actuellement observé une augmentation de |'incidence de ce cancer dans des

tranches d’ages inférieure a la moyenne.

Mon projet a pour but de caractériser I'impact d’une mutation oncogénique, BRAF V600E, sur le
phénotype des cellules souches tumorales du colon. Les patients porteurs d’'un CRC avancé portant
cette mutation ont une diminution drastique de leur survie quel que soit le traitement choisi. Il devient

primordial de mieux comprendre cette maladie et les mutations impactant la survie des patients.

Au final, ce projet a pour ambition lointaine d’améliorer la prise en charge des patients porteurs d’un
cancer du c6lon avec la mutation BRAF V600E afin de diminuer la mortalité associée a ce sous type

de cancer.
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« Créer, c’est vivre deux fois. »

~ Albert Camus

16



1.1 LE cANCER COLORECTAL (CRQ)

1.1.1 Incidence du CRC

Dans le monde, 1,8 millions patients sont atteints d’un CRC, ce qui en fait le 2™ cancer le plus
diagnostiqué chez la femme et le 3™ chez I’lhomme (Dekker et al. 2019). Plus de la moitié des cas
sont localisés dans les régions du monde les plus développées (Rawla, Sunkara, et Barsouk 2019)

(Figure 1).

En France, 43 336 nouveaux cas de CRC ont été dénombrés en 2018. L'incidence de ce cancer est en
trés faible diminution avec un taux de -0.6 % entre 1990 et 2018 (Defossez G et al. 2019) cette
diminution est due aux campagnes de dépistages permettant un diagnostic survenant plus tot dans la

formation de la maladie des le stade de polypes (excroissance anormale de cellules).
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Figure 1: Incidence du CRC dans le monde en 2018

Estimation de I'incidence du CRC dans le monde pour les deux sexes et de tous les dges.
Source : https://publications.iarc.fr/Databases/larc-Cancerbases/Cancer-Today-Powered-By-GLOBOCAN-2018--
2018

Le taux de survie globale est estimé a environ 60 % a 5 ans et 52 % a 10 ans. Dans 30 % des cas, la

détection de la maladie est tardive, ce qui réduit la survie a 5 % a 5 ans (« Cancer Today » 2018).

1.1.2  Facteurs de risque favorisant I'apparition d’'un CRC
1.1.2.1 Introduction des facteurs de risques

L’environnement et la génétique (I’hérédité) jouent un réle important dans I"apparition de la maladie

(Figure 2). La majorité des cas de CRC sont sporadiques (~80%) et sans antécédent familial; pour les
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autres cas (10 a 20 %) une origine familiale est détectée (Henrikson et al. 2015). Le sexe (masculin) et
I’age (age moyen 71 ans) sont des facteurs a risques pour le CRC, une forte association est observée

entre les hommes agés et l'incidence de ce cancer.

Dans les populations occidentales, le risque d’un CRC sporadique est de 3-5%. En cas d’antécédents
familiaux, ce risque est doublé (Kuipers et al. 2015). Cela démontre une connexion entre les différents

facteurs de risques dans I’établissement d’un CRC.

Elevé Trés élevé

Risque de développer un 4-10% 40-100%
CRC
Proportion relative W Mj

Facteurs héréditaires

Facteurs environnementaux

B CRC sporadic
. . fenillz = CRC familiaux
Répartition détaillée

CRC o Syndrome de Lynch
Héréditaire J mrap

M Autre syndromes

Adaption figure de (Marisa, s. d.)

Figure 2: Impact de I'environnement et de I'hérédité sur |I'apparition d'un CRC.

Le risque de développer un CRC va dépendre des facteurs environnementaux et génétiques. Il sera plus élevé pour
les individus ayant une forte part héréditaire. Les CRC héréditaires sont de faible proportion et représentent 5%

1.1.2.2 Les facteurs environnementaux

De nombreux facteurs environnementaux peuvent augmenter le risque de CRC tels que le tabagisme,
la consommation excessive d’alcool, de viandes rouges et transformées. Les maladies comme I'obésité,

le diabéte de type 2 et les maladies inflammatoires de I'intestin (MICI) font aussi partie de ces facteurs.

Récemment, il a été proposé que la composition du microbiote intestinal (microorganisme peuplant
I"appareil digestif) pourrait également augmenter le risque de CRC, c’est I'exemple des bactéries

Fusobacterium nucleatum et Bacteroides fragilis (Kostic et al. 2013 ; Kwong et al. 2018).
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1.1.2.3 Les facteurs héréditaires

Les patients atteints de maladies inflammatoires chroniques, ou présentant des polypes ou adénomes,

ou encore ayant déja eu un CRC dans le passé ont un risque accru de développer la maladie.

Les facteurs héréditaires contribuent peu a la formation d’un cancer, ils représentent 10 a 20% des
CRC (Dekker et al. 2019). Les formes héréditaires sont divisées en deux groupes : ceux sans polypes
(syndrome de lynch) et ceux avec de nombreux polypes la polypose adénomateuse familiale (PAF) ou

la MAP (MUTYH-Associated Polyposis...).

1.1.2.3.1 Exemples de formes héréditaires de CRC :

1.1.2.3.1.1 Le Syndrome de Lynch

Le syndrome de Lynch encore appelé syndrome HNPCC (Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer)
ou cancer colorectal héréditaire sans polypose, est le cancer héréditaire le plus courant. Il représente
environ 3a 5 % des nouveaux cas de CRC (Cox et al. 2018). Ce syndrome est une maladie autosomique
dominante touchant les protéines participant aux réparations des mésappariements (MMR) telles que
MSH2 (MutS homolog 2), MLH1 (mutL homolog 1) ou MSH6 (MutS homolog 6) (Bouguenouch et al.
2016). Ces mutations entrainent de mauvaises réparations de I’ADN et I'apparition d’erreurs lors de la
réplication cellulaire. Ces erreurs sont préférentiellement localisées dans des régions du génome
appelées microsatellites (MS). Les microsatellites sont des petites régions répétitives de séquences
d’ADN. Lors de la réplication de I’ADN, des mutations peuvent se produire dans ces séquences ce qui
va engendrer une augmentation ou une diminution de leur nombre. L’absence de MMR totalement
fonctionnelle va permettre la conservation de ces erreurs et favoriser I'initiation tumorale. Les tumeurs
formées auront une phénotype MSI pour microsatellites instables.

Les patients sont diagnostiqués avec un CRC a un age moyen de 44 a 61 ans contre 69 ans pour les cas

sporadiques (Cox et al. 2018).

1.1.2.3.1.2 La polypose adénomateuse familiale (PAF)
La PAF aussi appelée polypose colique familiale est une maladie génétique rare a transmission
autosomique dominante. Elle est définie par la présence de nombreux polypes adénomateux dans le
colon et le rectum. Son incidence est de 1/7 000 a 1/30 000 a la naissance. Les individus atteints de
PAF non détectée vont obligatoirement développer un CRC vers |'age de 40-50 ans. Ils représentent
1% des CRC. Ces patients PAF vont en plus développer des ostéomes, des anomalies dentaires, ainsi
que d’autres lésions situées dans tout le corps. Ces patients accumulent des mutations du géne

Adenomatous polyposis coli (APC) dont la protéine régule la voie de signalisation Wnt/B caténine. La
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perte de I'activité d’APC sera a |'origine du processus néoplasique conduisant a la formation tumorale

(Dinarvand et al. 2019).

1.1.2.3.1.3 La polypose associée a la MUTYH ou syndrome de Lynch atypique
Une voie alternative de CRC implique la mutation de la protéine MUTYH (encore appelée MYH, mutY
homolog), a I'origine de la polypose associée a MUTYH (MAP). La protéine MUTYH est responsable de
la réparation de I’ADN par excision de base. La perte de son activité entraine de nombreuses mutations
a I'origine de la polypose (Poulsen et Bisgaard 2008). A |a différence de la PAF, la MAP est une maladie
héréditaire autosomique récessive. Les patients porteurs de la mutation bi-allélique présentent un
risque de 30 a 50 % de développer un CRC, ce risque se rapproche de 100 % a I’'dge de 60 ans. La
présence de nombreux polypes a I'age de 45-57 ans est un marqueur de la MAP, cependant le

diagnostic définitif va requérir une analyse génétique (Kastrinos et Syngal 2007).

1.1.2.4 Le diagnostic de la maladie

1.1.2.4.1 Symptomes cliniques
Le développement de la maladie est souvent asymptomatique jusqu’a un stade avancé. Par la suite,
les symptoémes sont tres variables: douleurs abdominales, troubles du transit intestinal, anémie,
présence de sang dans les selles et hémorragie du colon ou du rectum (Dekker et al. 2019). La suspicion
d’un CRC va aussi prendre en compte les facteurs de risques précédemment décrits. Une fois la somme
de ces informations obtenues, le patient subira des examens médicaux afin de détecter des signes

cliniques du cancer.

1.1.2.4.2 Les examens de diagnostic

1.1.2.4.2.1 Dépistage par test immunologique
L’absence de symptomes précoces valide I'importance du dépistage qui peut permettre de déceler des
|ésions précancéreuses. Le dépistage précoce impacte la mortalité du CRC, et la diminue de 50%
(Bretthauer et Kalager 2012; Brenner, Stock, et Hoffmeister 2014). En France, les tests immunologiques
tel que Hemoccult 11®, prescrit par un généraliste, a pour but de détecter du sang dans les selles
(provenant des Iésions intestinales). Ce test contient des anticorps ciblant I’hémoglobine contenue
dans les globules rouges. Un échantillon de selles sera prélevé et analysé dans un laboratoire médical.
Un résultat positif n’est pas suffisant pour valider le diagnostic, cependant il conduira a la prescription

d’examens complémentaires.

1.1.2.4.2.2 lLe toucher rectal
Cet examen a pour but de diagnostiquer des cancers du cbélon proche d’environ 8 cm du rectum. Le

clinicien va palper la paroi du rectum afin de détecter des bosses pouvant étre tumorales. Si une
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anomalie est détectée, une coloscopie sera prescrite afin de visualiser I'intérieur du c6lon et du rectum

ainsi que de prélever un ou des échantillons nommés biopsies.

1.1.2.4.2.3 La coloscopie
La coloscopie, généralement proposée aux individus de plus de 50 ans, est un examen médical
permettant de visualiser la muqueuse colique et rectale. Un endoscope composé de fibres optiques
est inséré dans I'anus et va permettre I'inspection de la muqueuse. Le but est de déceler la présence
de lésions simples (polypes) ou avancées (adénomes). Ces lésions seront retirées chirurgicalement
(polypectomie ou adénomectomie) et analysées. Si nécessaire, et afin d’avoir plus d’informations, il
est possible de réaliser une chromo-endoscopie. Cette méthode utilise des colorants afin de mieux

définir I'extension des lésions décelées.

Il est aussi possible de pratiquer un coloscanner qui est une technique moins invasive. Elle consiste a
scanner |'abdomen et fournit une représentation virtuelle de la muqueuse colique (Scalise et al. 2016).
En 2015, un nouveau dispositif de visualisation par capsule a été mis en place et permet apres
ingestion d’imager tout le tractus gastro-intestinal (Kuipers et al. 2015). Ces nouveaux systemes ont
pour but de favoriser la recherche de lésions tout en diminuant le risque de complications aprées une

coloscopie. Ces complications (hémorragies, perforations) sont néanmoins trés rares 1 pour 1000.
De plus, I'IRM (imagerie par résonnance magnétique) sera utilisée pour détecter les métastases.

Le diagnostic de CRC est posé aprés analyse de la biopsie prélevée au cours de la coloscopie. L’analyse

histologique par des anatomopathologistes permettra de déterminer le stade de la maladie.

1.1.3 Histologie du cancer CRC
1.13.1 Lecdlon

1.1.3.1.1 Généralités
Le cblon forme la derniére partie du tube digestif, il est composé de six segments : le caecum, le cblon
ascendant, le cOlon transverse, le colon descendant, le célon sigmoide et le rectum. Sa fonction
primaire est la réabsorption de I’eau, des nutriments et des minéraux présents dans le chyme (résultat
de la digestion) (Rawla, Sunkara, et Barsouk 2019). Tout comme le reste du tube digestif, le célon a
une structure en trois couches : la couche séreuse a I'extérieur, la couche musculeuse en position
médiane et la muqueuse qui délimite la lumiére du tube. Cette muqueuse est un tissu épithélial
organisé en cryptes. Le haut de ces cryptes est composé de cellules différenciées (entérocytes, cellules
entéro-endocrines, cellules caliciformes, les cellules « tufts ») (Reya et Clevers 2005), tandis que le bas
des cryptes, aussi appelées glandes de Lieberkiihn, est composé de cellules souches intestinales (CSl)

et des cellules de Paneth (cellules différenciées) (Figure 3A) (Medema et Vermeulen 2011).
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1.1.3.1.2 Les cellules souches intestinales (CSl)
Les CSI, localisées aux deux tiers inférieurs des cryptes, sont des cellules indifférenciées, multipotentes
et possédant des facultés d’autorenouvellement. Leur nombre est d’environ 6 CSI par crypte. Ces
cellules expriment exclusivement le marqueur de surface LGR5 pour « leucine-rich repeat-containing

G-protein coupled receptor ».

En se multipliant, elles peuvent donner deux cellules différentes : I'une CSI et I'autre une cellule
progénitrice. Le maintien du statut de CSI est garanti par la présence de la niche aussi appelée
microenvironnement intestinal. Cette niche est définie comme étant le microenvironnement
nécessaire au maintien et a la prolifération des CSI. Elle est composée de cellules fournissant des
signaux localement aux CSI. Ces signaux sont issus de voies de signalisation telles que les voies Wnt/R

caténine, Notch et BMP (Bone morphogenic protein) (Lau, Ho, et Lee 2017; Santos et al. 2018).

La cellule progénitrice aussi appelée cellule amplificatrice de transit (CAT) va migrer vers le haut de la
crypte en se divisant et en se différenciant afin de produire les différent types cellulaires composant
I’épithélium (Reya et Clevers 2005). Le processus de différenciation est coordonné a partir de gradients
de protéines, telles que les protéines Wnt, BMP et TGF-B en plus de la niche cellulaire déja décrite
(Figure 3B). En utilisant ce mécanisme, I'épithélium est entierement renouvelé en 5 jours (W. S. Wang,

Chen, et Su 2006; Williams et Dickey 1969).

1.1.3.1.3 Lescellules différenciées
Les cellules progénitrices donnent naissance a deux types de cellules différenciées : les cellules de type

absorbant et celles de type sécréteur (Reya et Clevers 2005).

Les entérocytes de type absorbant, sont les plus abondantes. Elles sont localisées le long de la villosité

en contact avec la lumiére du tube.
Les cellules caliciformes sont sécrétrices de mucus. Ce mucus joue un réle protecteur et lubrifiant.

Les entéro-endocrines sont libératrices d’hormones telles que la sécrétine, et la somatostatine. Ces

hormones vont réguler la motricité et les sécrétions de I'épithélium.

Les cellules de Paneth, localisées dans la partie inférieure des cryptes, jouent un roéle dans I'immunité
innée de la barriere intestinale en sécrétant des molécules antimicrobiennes. Elles interagissent avec
les CSl et permettent la traduction des signaux environnementaux en réponse épithéliale intestinale.
Par exemple, lors d’altération de I"épithélium, les cellules de Paneth vont percevoir les signaux de
dégradation et induire le renouvellement de I'épithélium par les CSI. Les cellules de Paneth, a la
différence des autres cellules différenciées, proviennent d’une CAT ayant migré vers la base de la

crypte (Zouiten-Mekki et al. 2013).
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D’autres types cellulaires moins bien caractérisés existent, c’est le cas des cellules « Tuft ». Ces cellules

participent a I'immunité de type 2 de la muqueuse intestinale (Gerbe et al. 2016).

a Lintestin gréle et le célon b Différenciation des ICS dans l'intestin

Les cellules entéro-
endocrines

Uintestin \
gréle Y \ Le cdlon

] Entérocytes | Cellules entéro-endocrine B Cellules sécrétrices colon B Cellules souches intestinales CSI

B Cellules caliciformes [T Cellules progénitrices sécrétoires [ Cellules de Paneth [1  Cellules mésenchymateuses

Figure 3: L’épithélium intestinal et son renouvellement

A. Les cellules composant l'intestin gréle et le colon. Les CSI et cellules de Paneth sont localisées dans le fond des
cryptes. Les cellules différenciées (entérocytes, cellule caliciformes, cellules entéro-endocrines, cellules tufts) sont
localisées le long du prolongement de la crypte. L’intestin gréle comprend en plus des cryptes des villosités peuplées
par les cellules différenciées.

B. Les processus de différenciation responsables de la diversité des cellules épithéliales. Tractus suivi par une CAT afin
de produire les différents types cellulaires. Ceci permet I’'homéostasie des compartiments. Adaptation figure
(Vermeulen et Snippert 2014).

1.1.3.2 Classification histologique des cancers colorectaux

1.1.3.2.1 Histologie du CRC
La transformation cancéreuse commence au niveau de I'épithélium du colon-rectum. En général, le
CRC est la résultante d’'une tumeur bénigne aussi appelée polype ou adénome, qui va évoluer et
devenir cancéreuse. Plus tard, ce cancer peut conduire a la formation de métastases dans des organes
distants. La transformation cancéreuse est lente, elle prend environ 15 ans (Kuipers, Rosch, et

Bretthauer 2013).

1.1.3.2.1.1 La formation des adénomes et des adénocarcinomes
Initialement, les cellules composant I'épithélium intestinal vont devenir hyperplasiques en se

multipliant. Au cours de cette transformation, les cellules vont conserver I’architecture de I'épithélium.
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Ensuite, elles vont subir des altérations cytologiques modifiant leur taille ainsi que la forme des noyaux

cellulaires. A cet instant, ces cellules sont appelées dysplasiques.

Par la suite, la prolifération cellulaire aberrante va entrainer une perte de I’organisation et de
I’architecture des cryptes et former une excroissance appelée adénome. Cet adénome souvent appelé
polype ou polype adénomateux est considéré comme bénin car les cellules le constituant sont

regroupées et contenues par la membrane basale.

La forte croissance cellulaire va aussi créer des conditions d’hypoxie (diminution de
I"approvisionnement en oxygene). Cela conduit a la formation de nouveaux vaisseaux sanguins, c’est
le processus d’angiogenese. Lorsque les cellules vont disséminer en traversant la membrane basale,
I'adénome devient adénocarcinome. Ces cellules vont par la suite traverser les vaisseaux sanguins
néoformés et coloniser d’autres organes afin de donner naissance a des métastases. Plus de 50% des
patients atteints de CRC possedent des métastases distantes au moment du diagnostic. Dans le cas du
CRC, les métastases sont préférentiellement détectées dans le foie, les poumons et le péritoine (Nappi
et al. 2018). Actuellement, 70% des déceés de patients de CRC sont causés par des métastases
hépatiques (Neo et al. 2010; Zarour et al. 2017). Plus rarement, les patients développent des

métastases dans les os, le cerveau et la moelle épiniére.

L’évolution d’'un adénome en adénocarcinome est également tres lente. De plus, seuls 3 adénomes sur

1000 évolueront pour devenir des adénocarcinomes (Bretthauer et Kalager 2012; Fleming et al. 2012).

1.1.3.2.1.2 Les différents types d’adénomes
Il existe deux types de polypes : les adénomateux et les non adénomateux. Les non adénomateux sont
composés de polypes hyperplasiques, hamartomateux et inflammatoires, ils n’évolueront jamais en
tissus cancéreux. Les polypes adénomateux sont regroupés en deux groupes: les adénomes

conventionnels et ceux de type festonné.

1.1.3.2.1.2.1 Histologie des adénomes conventionnels
Suivant leur architecture, les adénomes conventionnels sont divisés en trois groupes : les tubuleux

(75%), les villeux (20%) et les tubuleux villeux (20%).

Les adénomes tubuleux sont composés de glandes dysplasiques, et sont les plus petits adénomes. Ils

présentent peu de risques d’évoluer en cancer.

Les villeux eux, sont généralement de grande taille (>1cm) et de haut grade. Ils sont considérés comme
des adénomes avancés et ont un risque élevé de se transformer en cancer. lls nécessitent donc une

surveillance accrue.
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Pour finir, les tubuleux villeux sont des lésions intermédiaires entre le groupe des tubuleux et des

villeux. Le risque gu’ils se transforment en tumeur est donc intermédiaire (Fleming et al. 2012).

1.1.3.2.1.2.2 Histologie des adénomes festonnés

Les adénomes festonnés possedent une architecture en dents de scie ou étoilée (Liang et al. 2013). lIs
sont issus de modifications et d’altérations moléculaires différentes des adénomes conventionnels
(Snover 2011) (développé dans le paragraphe 1.1.4.2.2 Modéle festonné). lls sont eux aussi regroupés
en trois groupes hétérogenes : les hyperplasiques (HP), les adénomes festonnés traditionnels (TSA), et

les sessiles (SSA).

Les HP sont les Iésions les plus courantes et de petites tailles (<5mm). lls ont longtemps été considérés
comme bénins, mais des études suggerent actuellement qu’ils soient des précurseurs de CRC

(Torlakovic et al. 2003).

Les SSA sont généralement plus gros que les HP. Ces adénomes non dysplasiques ont une histologie
festonnée et sont précurseurs de CRC MSI (microsatellite instable) et MSS (microsatellite stable). Le
phénotype MSI résulte d’anomalies au niveau de la réparation de I’ADN engendrant des mutations des

MS. A I'inverse les CRC MSS ne possédent pas ce type d’anomalie.

Les TSA sont les plus rares, ils présentent une dysplasie nucléaire semblable a celle des adénomes
conventionnels. Néanmoins, ils ont une architecture dentelée similaire a celle des HP et SSA (Fleming

et al. 2012; Patai 2013; Liang et al. 2013).

1.1.3.2.1.3 La classification « Tumor node Metastasis » (TNM)
Le premier systéeme de classification pathologique fut introduit il y a plus de 50 ans. Ce systéme classait
les CRC en trois groupes selon I'atteinte des tissus environnants (W. S. Wang, Chen, et Su 2006).
Actuellement, I'organisation mondiale de la santé (OMS) recommande d’utiliser le systeme de
stadification TNM pour « Tumor-Nodal-Metastasis » développé par I'’American Joint Commission on
Cancer (AJCC). Ce systéme permet d’associer des pronostics a un stade de la maladie et définit la prise
en charge du patient. La classification TNM mesure I’étendue locale et a distance de la tumeur a trois
niveaux : 1 :I’envahissement de la tumeur (T), 2 : I'envahissement des ganglions périphériques et leurs
nombres (N), 3 : la présence de métastases (M). Un chiffre est attribué a chaque niveau et I'’ensemble
est classé en stades allant de | a IV. | étant le stade le plus faible et IV le stade le plus avancé (Figure 4).
Cette classification est réévaluée afin de s’adapter aux observations actuelles concernant |’évolution

clinique des patients (Weled;ji 2017).
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Figure 4: Classification TNM et stade d’évolution du CRC

A chaque stade est associé une description histologique. A. Tableau de la classification TNM : T, stade tumoral ; N, atteinte
des ganglions lymphatiques ; M, métastase a distance. B. Image illustrant les différents stades de CRC. Adaptation figure
de www.quidetocrc.ca et (Weledji 2017).

1.1.4 Meécanismes d’initiation et de progression tumorale
1.1.4.1 Meécanismes moléculaires impliqués dans la formation du CRC
Trois grands mécanismes moléculaires sont a I’origine du développement d’un CRC :

- La perte de l'instabilité chromosomique, occasionnant des mutations modifiant I'activité de
voies de signalisation.

- Le dysfonctionnement de la machinerie de réparation de ’ADN causant des instabilités au
niveau du génome.

- L’hypermethylation de I’ADN modifiant I'activité des génes responsables de I’homéostasie

cellulaire.
Tous ces mécanismes sont dynamiques et influent sur la promotion et la progression du CRC.

1.1.4.1.1 LUlInstabilité chromosomigue (CIN)
La perte de stabilité génétique permet I'acquisition de mutations influengant la formation d’un cancer.
L’instabilité chromosomique est la plus répandue (80% des CRC), elle provoque des changements dans
le nombre de copies d’'un géne et dans la structure des chromosomes (Geigl et al. 2008). Cette
instabilité est efficace pour créer des pertes de la forme non mutée d’un géne comme pour APC ou

P53 (Protéine 53) par exemple, protéines dont la perte d’activité va favoriser la formation et la
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progression tumorale (Markowitz et Bertagnolli 2009). Dans le CRC, les mutations des genes

responsables de la stabilité des chromosomes générent le CIN.

1.1.4.1.2 Instabilité des microsatellites (MSS ou MSI)
L'inactivation des génes participant a la réparation de I'’ADN appelés géne de réparation des
mésappariements (MMR) contribue a la formation d’un CRC. Cette inactivation peut étre héréditaire,

comme c’est le cas pour le syndrome de Lynch, ou acquis dans les tumeurs sporadiques.

La perte d’activité des génes MMR est associée a |'instabilité des microsatellites, causant lors de la
réplication des modifications du nombre et de la taille de ces petites séquences. L'instabilité des
microsatellites est détectée dans 15% des CRC, dans des tumeurs souvent positionnées dans le colon
proximal, dans les cas sporadiques majoritairement chez les femmes et dans des cas avancés (Lynch
et al. 2008 ; Gupta, Sinha, et Paul 2018). Le statut MSI d’un patient est déterminé en utilisant cing
marqueurs, selon le nombre de marqueurs positifs, la tumeur est classée MSI-élevée ; MSI-faible ou
MSS (microsatellite stable). Environ 3 a 15% des CRC sporadiques sont classés MSI (Yamagishi et al.

2016).

1.1.4.1.3 Hypermethylation des ilots CpG (CIMP)
Un autre mécanisme identifié dans le CRC est I'inactivation des genes par une méthylation aberrante
de I’ADN. Une forme méthylée (CHs) de cytosine est introduite par des ADN méthylases dans des Tlots
CPG (succession de cytosines précédant une guanine). Dans un contexte sain, cette méthylation est
localisée dans des séquences d’ADN répétitives en dehors des exons et est exclue des flots CPG (zone
de forte traduction) (Toyota et al. 1999). Dans le CRC, il se produit une perte de méthylation des zones
répétitives et une augmentation de cette méthylation sur des flots CPG. Cela induit une répression
épigénétique de I'expression des génes en aval de ce promoteur. C'est I'exemple de la MLH1 réprimée
dans le CRC sporadique avec une instabilité microsatéllitaire. Les mécanismes moléculaires menant au
phénotype CIMP (CpG island methylathor phenotype) sont encore mal connus mais I’équipe d’Issa
propose que ces accumulations seraient liées a I’'age ou a une modification d’activité des

méthyltransférases (Toyota et al. 1999; Mojarad et al. 2013; Issa 2004).

1.1.4.2 Modéles de développement tumoral

Le développement tumoral est souvent décrit comme un processus en plusieurs étapes impliquant un
évenement mutagene initial. Cet événement conduit a I’acquisition d’un avantage de croissance ou de
sélection a I'origine du phénotype cancéreux. Par la suite, des événements supplémentaires vont
permettre la promotion tumorale (croissance tumorale). Dans le CRC, deux modeéles sont

généralement reportés : le modele de « Fearon and Vogelstein » et le modele festonné.
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1.1.4.2.1 Le modeéle de « Fearon and Vogelstein »
Le modele de « Fearon and Vogelstein » proposé en 1988 aussi appelé le modéle adénome-carcinome
correspond a 70% des cancers du cblon et 90% des cancers du rectum. Il décrit la séquence des
altérations moléculaires responsables de I'évolution d’'un polype adénomateux vers un carcinome
(Vogelstein et al. 1988). Ce processus se produit en plusieurs étapes dont chaque altération
histologique est la conséquence de modifications moléculaires. Ces altérations vont réguler la
prolifération, la différenciation et la mort cellulaire procurant aux cellules un avantage de survie par

rapport a I’épithélium sain.

L’évenement initiateur est la mutation du suppresseur de tumeur Adenomatous poliposis Coli (APC)
sur un de ses alléles. Lorsqu’il est suivi de la perte du second alléle, il entraine la formation d’une
protéine tronquée au niveau N-terminal qui devient inactive. Ceci conduit a une activation constitutive
de la voie de signalisation Wnt/R-caténine créant une prolifération anarchique et continue des cellules

de I'épithélium du colon (Reya et Clevers 2005; Gregorieff et Clevers 2005; Behrens 2005).

Cette prolifération non contrélée va favoriser l'accumulation de mutations permettant le
développement et I’évolution tumorale ; c’est le cas des mutations du gene KRAS (Kristen rat sarcoma

viral oncogene homologue) et p53 par exemple (Figure 5)(Fearon 2011).

Genes e} APC, CIN KRAS, PIK3CA, TP53, SMADA, H
(MMR mutation) pB-Catenin (e.g.. CDC4) BRAF PTEN BAX TGFBR2 N
(MLH1 methylation) A=
Progression ; \ ;,./ N\ 4 -
Normal Small Large Metastasis
epithelium adenoma adenoma \ iy
Epithelium
L:mma | 8 A4 4 ey
propria \ _q _-_.a > 4 -—q' ==
Muuularal 4415 /
mucoss ~ ' b — / d \
Submucosa —-/ - ‘\I
Growth ) ' f \ |
Factors ‘ !
E%_ _ﬂ[ﬂ Red blockers denote
. I__J N tumor-suppressor
factors that are turned
EGFR i / off in colon cancer
Green arrows denote . “ ."
oncogenic mediators TGF-g / ‘
colon cancer g ) { "-\

Figure 5: Le modéle de Fearon et Vogelstein
Ce modéle décrit les modifications moléculaires a I'origine de la progression tumorale partant d’un épithélium
sain a un adénocarcinome et des métastases. Source (Markowitz et Bertagnolli 2009).
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1.1.4.2.1.1 Le gardien de la tumorigenese : La voie Wnt/B-caténine
La voie Wnt/B-caténine, conservée au cours de I'évolution, est décrite comme responsable du
développement et de I'homéostasie cellulaire des organismes au stade embryonnaire (Nusse et
Clevers 2017). Dans I'épithélium intestinal sain la voie Wnt/R caténine permet le maintien, la
prolifération et la différenciation des CSI (Testa, Pelosi, et Castelli 2018). Active dans les CSl a la base

des cryptes de Lieberkihn, elle permet le renouvellement de |'épithélium.

Elle est graduellement inactivée dans les CAT, afin de diminuer leur capacité de prolifération au fur et
a mesure qu’elles migrent vers le haut de la crypte. Cela permet la mise en place des différentes
populations cellulaires différenciées composant la crypte.

Les dérégulations de la voie Wnt/R caténine, ont beaucoup été étudiées dans le syndrome de la PAF,
et sont présentes dans de nombreux cancers. L'inactivation d’APC entraine la stabilisation de la
protéine B-caténine, ce qui rend constitutivement active la voie de signalisation (Kinzler et Vogelstein
1996; Morin et al. 1997) (Figure 6). Par ailleurs, dans les cas ol APC n’est pas muté, il y a des mutations
activatrices de la B-caténine responsables également d’une activation aberrante de la voie de

signalisation (Morin et al. 1997).
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Figure 6: La voie de signalisation Wnt/( caténine

Gauche : Voie Wnt canonique inactivée. En absence de signal la 3-caténine est dégradée par un complexe protéique
contenant APC.

Milieu : Voie Wnt canonique active. A la suite d’un signal activateur, I'activité du complexe protéique comprenant
Whnt est arréter. LA B-caténine, non dégradée, peut aller dans le noyau réguler I'expression de ces génes cibles.
Droit : Perte d’activité d’APC, activation aberrante de la voie Wnt. Source : (Nusse et Clevers 2017)




1.1.4.2.1.2 La voie de signalisation de 'EGFR
Le récepteur a I'EGF (Epidermal Growth Factor receptor (EGFR)) ou HER1 (human EGF Receptor) est
un récepteur transmembranaire a activité tyrosine kinase (RTK) appartenant a la famille des ErB2.
Exprimé préférentiellement dans les tissus épithéliaux, son activation induit une augmentation de la
prolifération cellulaire, de la motilité cellulaire et de la survie cellulaire ( par une diminution de la mort
cellulaire programmée : apoptose) (Krasinskas 2011). L'activation anormale de cette voie a été
démontrée comme participant a la transformation cancéreuse et a I'évolution tumorale (Koveitypour

et al. 2019).

L'EGFR régit la signalisation cellulaire en activant d’autres voies de signalisation telles que celle des

MAPK et PI3K-AKT :

La voie des Mitogen-activated protein kinases (MAPK ou MAPkinase), qui est située en aval de la voie
EGFR, est fréequemment mutée dans le CRC. C’est |le cas des mutations de K-RAS (Kristen rat sarcoma)
et BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homologue B1) détectées dans 50% et 15% des CRC
respectivement (Pylayeva-Gupta, Grabocka, et Bar-Sagi 2011). Une activation aberrante de la voie des
MAPkinase en plus de la voie Wnt est suffisante pour induire la progression de la maladie en adénome

intermédiaire (D’Abaco, Whitehead, et Burgess 1996).

La voie PI3K-AKT (Phosphatidyl Inoside 3-Kinase-protein kinase B), également en aval de 'EGFR, est
impliquée dans les mécanismes de croissance et de survie cellulaire. La suractivation de cette voie,
souvent due a des mutations activatrices de PIK3CA, induit directement une croissance tumorale et

une résistance a I’apoptose (Fearon 2011; M. T. Nguyen et Weinberg 2016) .

1.1.4.2.1.3 La voie de TGF-6
Les mutations de la voie de signalisation du facteur de croissance transformant appelé en anglais
« transforming growth factor » (TGF-B), est la 3°™ étape dans la progression du CRC (Derynck,
Akhurst, et Balmain 2001). Il est inactivé dans 90 % des CRC. Les mutations ou délétions inactivant la

voie ou les composants de la voie permettent la progression tumorale (Grady et al. 1998).

1.1.4.2.1.4 L’inactivation de P53
L'inactivation de I’activité de la protéine 53 ou « Tumor protein 53 » (TP53) causée par des mutations
faux-sens est une étape importante dans le développement tumoral, elle est responsable de la
transition d’adénome vers carcinome (Baker et al. 1990). En effet, dans un contexte sain, la P53
participe a I'arrét du cycle cellulaire et a I'apoptose (Vazquez et al. 2008).
Dans le CRC, les mutations inactivant P53 sont présentes dans 40-50% des cas (X.-L. Li et al. 2015).

Dans les cas ou elle n’est pas mutée, d’autres mutations peuvent survenir afin d’atténuer son activité.
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C’est 'exemple des mutations de la protéine BAX (Bcl-2—associated X), protéine aussi impliquée dans

les processus d’apoptose (Miquel et al. 2005).

1.1.4.2.2 Modele festonné

Pres de 30% des CRC se développent selon le modéle festonné nommé en anglais « serrated
pathway ». Tout comme le modéle de Fearon and Vogelstein, le modele festonné décrit les altérations
moléculaires conduisant a la formation d’adénomes festonnés (HP,TSA et SSA) puis d’un CRC (Figure
7) (Jass 2007; Bettington et al. 2013).Ce modeéle n’est pas totalement caractérisé.

Ces adénomes sont souvent la conséquence d’hyperméthylation aberrantes des ilots CPG (CIMP
élevée) et de mutations des protéines MMR (Jass 2007). lls présentent rarement des mutations d’APC.
L’évenement initiant le processus est la mutation de I'oncogéne BRAF (50% des cas) ou plus rarement
KRAS (15 a 36% des cas). Ces mutations activatrices créent une suractivation de la voie des MAPkinases
et a pour conséquence une hyperplasie cellulaire et une diminution de I'apoptose des cellules
(Bettington et al. 2013). La voie des MAPkinases ainsi que les protéines la composant seront décrites

plus en détails dans le chapitre (1.3 La kinase BRAF, effectrice de la voie des MAPkinases). Aprés, la

mutation de BRAF, les tumeurs vont se développer et converger vers la voie MSI ou MSS (L. H. Nguyen,

Goel, et Chung 2020).

Normal epithelium Serrated adenoma Cancer

Figure 7: La voie du polype festonnée mutée par BRAF V600E

Deux majeures altérations moléculaires sont impliquées dans la formation du CRC : I’hypermethylation des ilots
CpG (CIMP), et l'instabilité microsatéllitaire (MI). La mutation de BRAF provoque I'activation de la voie des
MAPkinase conduisant a une forte prolifération cellulaire. L’inactivation ultérieure des suppresseurs de tumeurs
favorise la formation cancéreuse.

Source : (Strickler, Wu, et Bekaii-Saab 2017)

1.1.5 Des cellules cancéreuses hétérogénes

1.1.5.1 Hétérogénéité intra et inter tumorale

La variété des mécanismes menant a la formation d’un CRC conduit a de nombreuses implications

cliniques et pronostics. En effet, elles sont a |'origine de diversité morphologique, immuno-
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phénotypique (expression protéique), génomique et épigénétique entre les cellules cancéreuses d’une
seule tumeur. Cette diversité est appelée hétérogénéité intra-tumorale (Figure 8A). Elle est la
conséquence de la cohabitation de populations cellulaires génétiquement distinctes, issues de
différents processus de différenciation. C’est I'exemple des tumeurs possédant des altérations des
protéines MMR et étant MSI. Elles accumulent beaucoup de mutations, ce qui est a I’origine de profils
cellulaires différents (Punt, Koopman, et Vermeulen 2017). Au cours du développement tumoral, les
cellules cancéreuses vont se multiplier et augmenter la proportion de leurs clones (cellule
génétiquement identique) dans la tumeur. Cette proportion de clones peut varier en réponse a une
forte pression environnementale, comprenant les thérapies anti-cancéreuses, et créant une sélection
darwinienne des clones. Certains clones possédant un avantage sélectif vont se développer tandis que

les autres vont stagner ou décliner.

Des études de séquencage (NGS) ont démontré que la diversité des mutations d’une masse tumorale
est élevée. Elle est d’environ 80 mutations dont moins de 15 seraient la force motrice de la
tumorigeneése (mutations drivers). Ceci cause une hétérogénéité importante avec par exemple, tres
peu de mutations partagées entre deux tumeurs primaires ayant été initiées avec la méme mutation
(Wood et al. 2007). D’un point de vue pronostic, la localisation du cancer affecte aussi la survie du
patient, des études ont démontré que les tumeurs sur le c6lon droit donnent de moins bons pronostics
que celles du célon gauche (Figure 8B). Les causes ne sont pas encore élucidées, cependant des
hypothéses proposent que |'origine embryonnaire différente entre le colon droit et gauche créerait
une différence biologique. Cette différence impacterait le développement tumoral et la réponse aux
traitements. De plus, les tumeurs MSI se développent plus souvent du c6té droit et chez la femme
alors que celles au statut CIN se sont préférentiellement du c6té gauche et chez ’lhomme (Benedix et

al. 2010; Phelip 2018; Cancer Genome Atlas Network 2012).
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Figure 8: Hétérogénéité Tumorale

A : Hétérogénéité intra-tumorale : Présence de différents clones cellulaires.

B. Hétérogénéité inter-tumorale : Mécanismes moléculaires sélectifs localisés aux niveaux du célon. Source :

adaptation de (Melo et al. 2013)

L’hétérogénéité des tumeurs se manifeste aussi par la composition du stroma environnant la tumeur.
En effet, des études sur les modeles murins notamment ont démontré que I’environnement tumoral
et le systeme immunitaire (SI) local influencent I’évolution du CRC. C’est ce qui est observé chez les
patients atteints de MICI, ou le terrain inflammatoire de I'épithélium favorise la carcinogenése en
induisant des dommages a I’ADN ; la formation des espéeces réactives de |'oxygéne (ROS) et de I'azote
(NOS) ; la modification de la polarité des cellules intestinales ; et en modifiant le microenvironnement

tumoral (ltzkowitz et Yio 2004; Tilg et al. 2018).

En somme, toutes les différences étant propres a une tumeur ou a un patient témoignent de

I’hétérogénéité inter-tumorale (entre les tumeurs).

1.1.6 Llaclassification des CRC

Malgré cette importante hétérogénéité de nombreux systemes tentent de classer différents sous types
de CRC. L'objectif étant d’associer une valeur pronostic (développement, réponse aux traitements,

survie des patients) a un phénotype tumoral.
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L’'exemple du « Cancer Genome Atlas » (TCGA) propose de regrouper les CRC en 3 classes (Figure 9) et
plus récemment une classification moléculaire CMS a été identifiée (Consensus Molecular Systeme)

(Figure 10) (Cancer Genome Atlas Network 2012; Guinney et al. 2015).

A B C
Adenoma-carcinoma pathway Serrated neoplasia pathway Microsatellite instability
(70-90%) (10-20%) (2-7%)
FAP Sporadic Traditional Sessile Lynch syndrome
serrated serrated

Germline APC KRAS and BRAF Germline mutation in MMR
APC mutation BRAF mutation genes
mutation mutation

KRAS and MGMT MSH2,6

BRAF

Y r r A Y

Microsatellite stable colorectal Microsatellite stable and Microsatellite instable
cancer instable colorectal cancer colorectal cancer

Figure 9: La classification du CRC par le « Cancer Genome Atlas » (TCGA)

FAP : la polypose adénomateuse familiale. Génes de réparation des mésappariements (MMR) : MGMT
(méthylguanine méthyltransférases), MSH2,6 et MILH1,3 (protéines de réparation des mésappariements d'ADN).
Source : (Dekker et al. 2019)

La classification de CMS a été créée en 2015. Elle a proposé 4 sous-types de CRC aprés I’analyse de
I’expression génique d’une cohorte de plus de 4000 patients. Ces sous-types sont nommés groupes
moléculaires consensus (CMS) de 1 a 4.

Le groupe CMS1 (« MSI, Immune ») représente 14% des CRC. Il est caractérisé par des tumeurs avec
une MSI élevée et une forte activation du Sl. Elles sont fréquemment de type CIMP élevé avec des
mutations de la voie des MAPkinases (comme BRAF). Ces tumeurs sont préférentiellement localisées
dans le colon droit. En I'absence de métastase, ce sous-type est de bon pronostic. En revanche il est
de trés mauvais pronostic pour les patients présentant des métastases (CRCm).

Le groupe CMS2 (« canonical ») représente 37% des CRC. Il est composé de tumeurs épithéliales de
type MSS et possédant des mutations somatiques fréquentes. Ces tumeurs ont une forte activation

des voies de signalisation telles que I'EGFR et la voie Wnt/R caténine. Leur pronostic est intermédiaire.
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Le groupe CMS3 (« metabolic ») représente 13% des CRC. Il est caractérisé par des tumeurs
mésenchymateuses majoritairement de type MSS (90% des cas) avec une faible CIN et CIMP. Leur
pronostic est également intermédiaire.

Et pour finir, le groupe CMS4 (« mesenchymal/stemness ») représente 23% des CRC. Les tumeurs
associées possedent une CIN élevée ainsi qu’une activation fréquente de la voie de signalisation du
TGF-B et de I'angiogeneése. Les tumeurs sont le plus souvent MSI et sont localisées préférentiellement
sur le c6lon gauche. Leur pronostic est mauvais en situation métastatique.

Il faut noter qu’environ 20 % des CRC ne peuvent étre classés (Guinney et al. 2015).

CMS2 CMS3 CMS4
Canonical Metabolic Mesenchymal

37% 23%

'MSI, CIMP high, SONA hih SCN A hich
hypermutation 'g .
BRAF mutations

Immune infiltration WNT and Metabolic ] mfnltraitlon,

. N . TGFpB activation,
and activation MYC activation deregulation . )
e e S e S Aangiageness
Worse survival Worse relapse-free
after relapse and overall survival

Figure 10 : La classification moléculaire du Consensus Molecular Subtypes (CMS)

Description des caractéristiques des groupes CMS. Source : (Guinney et al. 2015)

L'impact prédictif de la classification de CMS a été validé dans I’essai FIRE ou les tumeurs classées CMS1
en condition métastatique ont obtenu le plus mauvais pronostic (Figure 11). Néanmoins, la
classification semble étre moins fiable pour la prédiction d’efficacité des traitements (Stintzing et al.

2019).
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Figure 11: Impact pronostic de la classification de CMS en situation métastatique pour des patients RAS
non-mutée dans I’essai FIRE-3.

La classification CMS a été en mesure de prédire de maniére significative la survie d’une cohorte de patients. Le CMS1
étant le sous type avec la pire survie pour le RAS sauvage. Source : (Stintzing et al. 2019)

La classification de CMS fournit des informations sur la biologie des CRC mais n’est pour le moment

pas un parametre intégré dans la prise en charge des patients en clinique. En routine, afin de
déterminer le traitement des patients, les oncologues vont analyser : le statut TNM du patient, le statut

des MS et les mutations d’oncogenes tels que BRAF et KRAS.

1.1.7 Prise en charge des patients atteints de CRC
1.1.7.1 Stratégies de traitements

1.1.7.1.1 Traitement de la tumeur primaire
La résection chirurgicale de la tumeur primaire ainsi que des ganglions lymphatiques est le seul
traitement curatif du CRC (W. S. Wang, Chen, et Su 2006). La zone réséquée est plus ou moins
importante en fonction de la localisation et la tumeur et de son degré d’avancement. La majorité des
patients (70-80%) sont diagnostiqués avec un CRC localisé permettant |’ablation chirurgicale (Lombardi
et al. 2010). Pour les patients atteints de CRC de stade | aucun traitement supplémentaire n’est requis,
le taux de guérison est supérieur a 90% ; pour ceux avec des tumeurs de stades Il et Il (et
particulierement pour ceux de stades lll) en supplément il leur est prescrit une chimiothérapie
adjuvante avec des agents cytotoxiques (André et al. 2004). La chirurgie curative est rarement
applicable aux patients possédant un CRC disséminant et avancé (environ 25% des cas). lls recevront
d’abord un traitement systémique de chimiothérapies standards. Si la chimiothérapie diminue la taille
de la tumeur, la chirurgie sera alors envisagée (Manhas et al. 2016; Chibaudel et al. 2015). Afin
d’amplifier I'efficacité de la chimiothérapie et sous certaines conditions des thérapies ciblées seront

également administrées.




1.1.7.1.2 Traitement des métastases
De nombreuses thérapies locales sont disponibles pour les patients de stades IV. Le but étant de
contréler a long terme la progression de la maladie. Bien que ce ne soit pas encore démontré dans les
essais randomisés le traitement et I'ablation des métastases est bénéfique aux patients. La chirurgie
hépatique avec ablation des tumeurs par radiofréquence (fréquence particuliére créant la destruction
des tissus) est une bonne alternative. Pour les métastases du poumon I’ablation est plus controversée.
En ce qui concerne les métastases du péritoine une chirurgie cytoréductive ainsi qu’une
chimiothérapie intrapéritonéale hyperthermique ont permis d’améliorer la survie des patients (Dekker

et al. 2019).

1.1.7.2 Les agents cytotoxiques

La chimiothérapie a été inventée dans les années 1900 afin de traiter les maladies avec des agents
chimiques (DeVita et Chu 2008). Aujourd’hui, son objectif est de détruire le plus spécifiquement
possible les cellules cancéreuses en inhibant un ou plusieurs processus impliqués dans la division
cellulaire. Les cellules endommagées ont pour destin de mourir par apoptose, ou par nécrose (mort

non programmeée) (Lind 2008; Okada et Mak 2004).

Les principaux agents utilisés sont le 5-fluoro-uracile (5-FU), la capécitabine ou Xéloda®, I’oxaliplatine

ou Eloxatine®, l'irinotécan ou Campto® et le raltitrexed ou Tomudex®.

Jusqu’en 2000, le 5FU était le seul traitement approuvé par I’Agence américaine des produits
alimentaires et médicamenteux (FDA). Il était utilisé dans les cas de CRC avancés. La survie globale
associée a ce traitement était de moins d’un an (Chibaudel et al. 2015). Le 5FU est un analogue de
I’'uracile qui inhibe la division cellulaire des cellules cancéreuses en bloquant de maniere irréversible
I’action de la thymidylate synthase. Cette inhibition empéche la synthése de I’ADN lors de réplication
(Heidelberger et al. 1957). Une amélioration de la survie ( passant de 6 mois a 2 ans) a été obtenue
lors de I'ajout d’autres molécules telle que I'acide folinique (Leucovorin ®) qui semble potentialiser
I'effet du 5FU (Gustavsson et al. 2015). Le 5FU peut étre administré sous forme de pro-drogue
(capécitabine) afin de réduire les effets secondaires liés aux traitements, ou encore sous forme
d’analogue tel que le raltitrexed. L'oxaliplatine, développé dans les années 2000, est un agent
contenant des platines qui a pour effet d’inhiber les topoisomérases. En agissant comme un alkylant
de I’ADN, il provoque des réticulations des brins d’ADN ce qui a pour effet d’inhiber la synthése d’ADN,
d’ARN et de protéines ce qui déclenche la mort cellulaire(« Oxaliplatin » 2012). L’irinotécan, est un
dérivé de la camptothécine, il possede le méme mécanisme d’action de I’oxaliplatine. Il est injecté sous
la forme de pro-drogue et sera activé préférentiellement dans le tissu tumoral en un métabolite actif :

le SN38.
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Ces agents sont administrés en protocoles combinés : 5FU+ acide folinique ; FOLFOX : 5FU + acide
folinique + oxaliplatine ; FOLFOXIRI : 5FU + acide folinique +oxaliplatine + irinotécan ; FOLFIRI : 5FU +

acide folinique + irinotécan ; CAPOX : capécitabine + oxaliplatine (Szarynska et al. 2017).

1.1.7.3 Lesthérapies moléculaires ciblées

Les thérapies ciblées ont un mode d’action plus spécifique sur les cellules tumorales en ciblant d’autres
mécanismes cellulaires que la réplication de I’ADN. Elles ciblent des voies de signalisation

anormalement activées dans les cancers.

C’est I'exemple des anti-angiogéniques tels que le Bevacizumab (Avastin®) qui cible le VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) et le Panitumumab (Vertibix®) ou le Cetuximab (Erbitux ®) qui inhibent le
récepteur a I'EGF (EGFR). Ces agents sont souvent associés a la chimiothérapie adjuvante et ont permis
I’augmentation de la survie des patients atteints de CRCm (Paldino et al. 2014). Ce bénéfice est observé
dans de nombreux cancers tel que celui du sein a un stade avancé ou 'utilisation du Trastuzumab
(HERCEPTIN®), un anticorps monoclonal spécifique aux récepteurs du facteur de croissance
épidermique humain de type 2 (HER-2) augmente globalement la survie des patients (Balduzzi et al.

s.d.).

Le Panitumumab et le Cetuximab sont des anticorps monoclonaux dirigés contre I'EGFR. Ils possédent
une forte affinité (10 fois supérieur aux ligands endogénes) et vont inhiber I’activité du récepteur avec
une activité bloquante. De plus, ces deux anticorps provoquent I’ADCC qui est une cytotoxicité (mort
cellulaire) médiée par les anticorps (Kimura et al. 2007). Le Panitumumab est moins efficace pour
réaliser I’ADCC cependant il augmente significativement la survie des patients en combinaison avec le
FOLFOX en premiére ligne (Monteverde et al. 2015). Ces anticorps sont indiqués pour les patients

présentant un CRC avec les formes non mutées de RAS, BRAF et du récepteur a I'EGFR.

Le Bevacizumab est un anticorps anti-VEGF-A. On suppose que cet anticorps inhibe la croissance
tumorale en provoquant la régression du systeme vasculaire tumoral et en inhibant I'angiogenese. Ce
traitement est corrélé a un avantage clinique dans un éventail de tumeurs comme notamment le
carcinome rénal, le cancer du col de I'utérus, le glioblastome et le CRCm (Rosen, Jacobs, et Burkes
2017). Depuis 2013, lIinhibiteur de multi-tyrosine kinase regorafenib (inhibiteur multikinase) et
I’aflibercept (protéine de fusion recombinante ciblant VEGF-A/B et PIGF) sont approuvés pour les

patients atteints de CRCm réfractaires (en deuxiéme ou troisieme ligne de traitement). Ces deux
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molécules ont une action anti-angiogénique, cependant le regorafenib de part ces cibles aurait aussi

une action anti-tumorale (Sanz-Garcia et al. 2015; Strumberg et Schultheis 2012).

L'immunothérapie est de plus en plus utilisée afin de traiter uniquement les patients présentant un
CRC au statut MSI élevé. Des essais cliniques de phase 2 avec des inhibiteurs de PD-1 (protéine de mort
cellulaire 1) tel que le Nivolumab donnent des taux de réponses (proportion de patients avec une
réduction objective de la tumeur) et des signaux de survie trés prometteurs (Modest, Pant, et Sartore-
Bianchi 2019). En effet, PDL-1 (ligand de PD-1) est exprimé par les cellules tumorales et permet
I’échappement de ces cellules au systeme immunitaire. L'objectif des inhibiteurs de PD-1 est de
restaurer une immunité anti-tumorale efficace. Ces inhibiteurs ont déja montré leur efficacité dans le
mélanome métastatique sans mutation de BRAF ou la survie des patients est clairement augmentée

(Dubois et al. 2019).

En 2017, le pembrolizumab, un anticorps humanisé ciblant PD-1 a été approuvé par la FDA afin de

traiter les CRC non résécables ou métastatiques au statut MSI élevé (O’Neil et al. 2017).

1.1.7.4 Prise en charge du cancer rectal

La chirurgie du rectum est plus complexe a cause de la localisation du bassin. L’excision mésorectale

totale est I'approche standard.

La radiothérapie est principalement utilisée pour les cancers du rectum invasifs avec ou sans
métastases afin de diminuer la taille de la tumeur pour favoriser I'ablation chirurgicale et diminuer le
risque de récidive. Ce traitement est de plus en plus associé a une chimiothérapie néoadjuvante avec
de la capécitabine en plus de la chirurgie. Les tumeurs rectales sont plus sujettes a récidiver et sont

associées a un trés mauvais pronostic (Binefa et al. 2014).

1.1.7.5 Les données cliniques des patients traités

Malgré I'amélioration et la rapidité de la prise en charge des patients, le taux de survie globale a 5 ans
demeure faible. Parmi les patients traités par chirurgie curative, 40 a 50% d’entre eux vont présenter
une récidive et une maladie métastatique. Pour les patients diagnostiqués avec des métastases (20 a
30% des cas), 50% des patients répondent aux traitements conventionnels mais la plupart d’entre eux
vont développer une résistance et vont récidiver. La majorité des patients ayant un CRCm ne seront
pas guéris avec une survie globale (SG) d’environ 12 a 36 mois (Roseweir et al. 2017; Loupakis et al.

2014 ; Siegel, Miller, et Jemal 2019).
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Malgré I'amélioration significative de la survie globale des patients, la résistance aux traitements
anticancéreux reste un obstacle majeur au traitement curatif du cancer. On estime les CRCm de stades

trés avancés comme étant incurables.

1.1.8 Mécanismes de Résistance aux traitements

La chimiorésistance concerne plus de 90% des patients et est rencontrée dans toutes les tumeurs
solides (Longley et Johnston 2005). Elle aura pour conséquence la propagation et la croissance de la

tumeur, ce qui conduira inévitablement a la mort du patient.

Cette chimiorésistance peut étre intrinseque (indépendante du traitement) ou extrinséque (liée a la
thérapie) ou acquise apres traitement. Elle se manifeste par de nombreux mécanismes pouvant

également impliquer des acteurs présents dans I’environnement tumoral (Figure 12).

1.1.8.1 Lachimiorésistance intrinséque
De maniere simplifiée, cette chimiorésistance s’obtient par 3 grands mécanismes majeurs.

Premierement, la diminution de I’absorption des composés hydrosolubles qui utilise des
transporteurs afin de pénétrer dans les cellules. Deuxiemement, I'efflux actif accru des composés
cytotoxiques par des protéines de transport actif. Et, troisiemement, par des changements cellulaires

qui vont diminuer la cytotoxicité des composés.

1.1.8.1.1 La diminution de I'absorption par inactivation du composé :
Cette méthode consiste a diminuer la quantité de traitement disponible. Par exemple en réalisant une
liaison covalente entre I'agent cytotoxique contenant des sels de platines avec le thiol glutathion
(GSH). Cela favorise I'efflux des molécules par les transporteurs membranaires. Le GSH est un

antioxydant impliqué dans les processus de réponse au stress oxydatif (Jamali et al. 2015).

1.1.8.1.2 L'efflux énergétique
De nombreux travaux suggérent que les transporteurs actifs de la famille ABC sont responsables de
I’altération de I'efflux des médicaments. Structurellement, les transporteurs ABC possedent une
architecture a quatre domaines. Les deux domaines cytoplasmiques de liaison aux nucléotides (NBD)
se lient et hydrolysent I'ATP. Tandis que les deux autres transmembranaires (TMD) reconnaissent et
transportent des substrats (Szakacs et al. 2006). La structure de ces TMD est trés hétérogéne ce qui
permet aux récepteurs de pouvoir se lier a une multitude de substrats. L’hydrolyse de I’ATP par le NBD
permet la translocation des substances fixées au NBD a |’extérieur de la cellule sans prendre en compte
les gradients de concentration. Sur les 48 transporteurs découverts, 19 d’entre eux sont capables

d’effluer des agents anticancéreux et sont donc des acteurs clés de la chimiorésistance (Fletcher et al.
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2016 ; Robey et al. 2018). L'expression de ces transporteurs joue un réle dans la résistance clinique
aux médicaments dans certains contextes. C'est le cas des protéines de résistance multidrogue 1

(MDR1) et BCRP / ABCG2.

La protéine MDR1 anciennement appelée P-gp est le premier transporteur ABC découvert. Il est
présent dans I’épithélium intestinal, les cellules hépatiques, le tubule rénal proximal et dans les cellules
endothéliales capillaires. Il participe a la détoxification médicamenteuse par efflux ou par GSH, en
effet, il rejette une grande variété de molécule dont I'irinotécan (Kruh et Belinsky 2003; Bossennec et
al. 2018). La surexpression de ce transporteur est détectée dans de nombreuses tumeurs, telles que la

leucémie, les neuroblastomes, et les cancers de I'ovaire et du sein. (Deeley et Cole 2006).

La protéine ABCG2 aussi appelée BCRP (breast cancer resistance protein) est physiologiquement
exprimée dans les tissus ayant une fonction de barriere tels que le placenta, le foie et les glandes
mammaires (Anju Singh et al. 2010). Cette pompe agit comme une protection des agents toxiques
endogenes et exogenes. Sa surexpression dans la lignée tumorale mammaire MCF-7 est associée a une

forte résistance aux traitements (Doyle et al. 1998 ; Chang et al. 2017).

1.1.8.1.3 Les modifications cellulaires
Les cellules cancéreuses ont une grande adaptabilité aux stress et optent pour une multitude de

modifications tels que :

La modification des cibles médicamenteuses par des changements du niveau d’expression ou par des
mutations. Cela a un fort impact sur la chimiorésistance. Par exemple, |'efficacité du 5FU est corrélée
au niveau d’expression de thymidylate synthase cellulaire. Les cellules tumorales possédant une faible
expression de cette enzyme présentent un meilleur taux de réponse aux traitements (Johnston et al.

1995).

L’augmentation de I'activité des enzymes du métabolisme afin d’inactivé les métabolites actifs. C'est
I'exemple des enzymes du cytochrome P450 et des UDP-glucuronyltransférases (UGT) (Strassburg,
Kalthoff, et Ehmer 2008; Manikandan et Nagini 2018). Dans la famille des UGT, nous retrouvons
I'UGT1A1 qui est surexprimée dans différents cancers et impliquée dans la dégradation du SN38

(Gagné et al. 2002, 38)

La réponse aux dommages a I’ADN est |la réparation des dégats ou I'apoptose. Les cellules tumorales
sont capables d’arréter le cycle cellulaire afin d’augmenter la durée d’action des acteurs de la
réparation de I’ADN. Une fois la réparation effectuée, la cellule relancera son programme de cycle

cellulaire. Dans les cas oU la réparation de I’ADN est impossible, car les dommages sont trop
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importants, la cellule entrera en apoptose. Dans les tumeurs ol la P53 n’est pas mutée, son activité

est altérée afin d’éviter I'apoptose.

Les protéines a activité de tyrosine kinase (RTK) impactent aussi la résistance aux traitements
(chimiothérapies et thérapies ciblées). La surexpression et les mutations de ces récepteurs modifient
I’activité des voies de signalisation associées et promeuvent les signaux de survie cellulaire (Blume-
Jensen et Hunter 2001). C’'est I'exemple de I'EGFR ouU la surexpression ou des mutations activent
d’autres voies telles que les voies JAK / STAT3 et PI3K / AKT. Cela a pour incidence une augmentation
des capacités de prolifération et de survie cellulaire. Dans le cancer du poumon, le cancer du sein, et
le glioblastome, les mutations de I'EGFR sont associées a une chimiorésistance (X. Chen, Yeung, et

Wang 2000; Zheng 2017).

1.1.8.2 Lachimiorésistance extrinséque ou acquise

Ce mode de résistance s’explique par la présence de cellules tumorales initialement sensibles aux
traitements qui deviennent résistantes. Cette résistance adaptative apparait en cours de traitement.
Elle est causée par I'augmentation d’activité des voies de signalisation, de I’activité des pompes a

efflux, et la capacité de réparation de I’ADN. Des mécanismes d’adaptation sont aussi utilisés tels que :

L’autophagie, qui permet le recyclage des organites et des particules cellulaires altérées, est activée
en réponse aux traitements. Cela va favoriser la survie cellulaire (Ojha, Bhattacharyya, et Singh 2015) ;
La modulation d’expression des microARNs comme le mir-223 qui sous exprimé a cause du mutant

de P53 induit une résistance des cellules cancéreuses du sein et du poumon (Masciarelli et al. 2014).
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Tous ces mécanismes vont promouvoir la survie cellulaire. Les causes de cette adaptation ne sont que

partiellement comprises (J. Zhao 2016).
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Figure 12: Mécanismes de chimiorésistance
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1.2 LE CONCEPT DES CELLULES SOUCHES CANCEREUSES (CSC)

1.2.1 Les modeles de carcinogenéese

L’acquisition de connaissances sur le développement tumoral met en lumiére deux questions
importantes : quelle cellule acquiert les altérations génétiques, et devient la premiere cellule
tumorale ? Quelles sont par la suite les cellules responsables de la propagation tumorale ?

Deux modeles de carcinogenése sont couramment décrits : le modele stochastique, ou toutes les
cellules sont capables d’initier une tumeur, et le modéle hiérarchique dans lequel seule une sous
population tumorale appelée « cellules souches cancéreuses » possede cette capacité.

Néanmoins, Il est important de différencier la cellule a I'origine de la tumeur et les CSC. Elle peut étre
de n’importe quel type cellulaire. En 2008, I’équipe de J.Sansom et H.Clevers démontre que seule la
mutation d’APC dans les cellules souches intestinales (LGR5P%) induit la formation d’'un adénome qui
dérivera un carcinome (Barker et al. 2009). Ce résultat étant en faveur du modéle hiérarchique.

En réalité, il est accepté que ces deux théories coexistent et sont complémentaires pour l'initiation et

le développement tumoral (Figure 13).
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Figure 13: Modeéle de cancérogenése stochastique et hiérarchique

Dans le modéle stochastique chaque clone tumoral participera a I’évolution de la tumeur. Tandis que dans le
modeéle hiérarchique, les CSC sont les seules a soutenir le développement tumoral.
Adaptée de (Vries, Huch, et Clevers 2010)
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1.2.1.1 Le modeéle stochastique (ou évolution clonale)

Dans ce modele, toutes les cellules épithéliales (CSI, progénitrices et cellules différenciées)
seraient capables d’initier une tumeur et de participer au développement tumoral. L’acquisition de
mutations serait a I’origine de la transformation cancéreuse. Ensuite, I’addition successive et aléatoire
de mutations sur des populations cellulaires formerait I’hétérogénéité tumorale. Pour finir, seuls des
clones sélectionnés aux propriétés d’initiation métastatique pourraient migrer pour former une

métastase (Vaiopoulos et al. 2012).

1.2.1.2 Le modéle des cellules souches cancéreuses (CSC) (ou hiérarchique)

Ce modele postule que la tumeur serait hiérarchisée et composée de plusieurs populations
cellulaires pouvant étre regroupées en 2 groupes : les CSC et les non- CSC :

Les CSC, a limage des cellules souches saines, possederaient des capacités
d’autorenouvellement et de différenciation permettant I’approvisionnement et le soutien des cellules
non-CSC (Figure 14). Ces non-CSC sont composées d’une diversité cellulaire allant de cellules
progénitrices (a forte capacité de prolifération) a des cellules différenciées (a tres faible prolifération).
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transformée @
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Cellules progénitrices (ou
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Figure 14: Modéle hiérarchique des CSC

Une CSC proviendrait d’une cellule souche transformée ou d’une cellule différenciée transformée. Tout comme
les cellules souches saines, la CSC est dotée de capacité d’autorenouvellement et de différenciation a I'origine des
cellules amplificatrices de transit (CAT) puis des cellules différenciées cancéreuses.

Adaptée de (Carnero et Lleonart 2016)

45



Ce modele propose aussi que seules les CSC détiendraient les capacités d’initiation tumorale et

métastatique.

1.2.2 Qu'estqu’une CSC?

Les CSC ont été identifiées pour la premiere fois par I’équipe de John Dick dans la leucémie
myéloide chronique (LMC) en 1997. Ces cellules représentant moins de 1% de la population cellulaire
était capable d’induire une leucémie lorsqu’elles étaient transplantées dans des souris
immunodéficientes (Bonnet et Dick 1997). L'équipe a proposé que ces CSC soient issues de mutations
ou dérégulations touchant une cellule souche saine. Cependant, des études supplémentaires dans la
LMC proposent qu’elles soient aussi le résultat d’altérations subies par une cellule différenciée. Cette
cellule se dédifférencierait en une CSC (Clarke et al. 2006; Kuhlmann et al. 2015). Par la suite, les CSC
ont aussi été découvertes dans de nombreuses tumeurs solides telles que celles du sein, du cerveau

et du CRC (Lau, Ho, et Lee 2017).

1.2.2.1 Elles sont appelées CSC pour souligner leurs propriétés semblables aux CS saines.

Les CSC possédent des capacités d’autorenouvellement (par division symétrique) et de différenciation
(division asymétrique). Elles générent des cellules progénitrices aussi appelées amplificatrice de transit

(CAT) qui possedent de forte capacités de prolifération (Figure 14) (Ricci-Vitiani et al. 2009).

1.2.2.2 Les CSC sont de proportion variable au sein des tumeurs solides

Elles représenteraient environ 0.1 a 10% des cellules tumorales dans les tumeurs solides, la fréquence
de ces cellules dépend du type cellulaire, de I'avancement de la tumeur et de la méthode
d’identification (Riya Gupta et al. 2019 ; lyer et al. 2013). On les estime représenter de 0,1 a 1% des
cellules cancéreuses de |'ostéosarcome et la LMC, 1% dans le cancer du sein (Yu et al. 2016 ; Bonnet et
Dick 1997 ; Dean 2009). Cependant, leur proportion fluctue aux cours du temps, par exemple, elle
augmenterait a 30% pendant la progression tumorale dans la LMC (Najafi, Mortezaee, et Majidpoor
2019). Des travaux dans le mélanome ont proposé que la population de CSC serait moins rare et
représenterait 27% des cellules tumorales (Quintana et al. 2008). Il est important de préciser que la
proportion de CSC est déterminée expérimentalement, cela explique pourquoi au sein d’'un méme

cancer, les proportions estimées sont différentes.

1.2.2.3 Les CSC sont capables d’initier une tumeur/ ou une métastase :

Malgré les informations connues sur les facultés des CSC, I'implication de ces cellules dans la formation
de métastases ne fut pas intuitive. En effet, il a longtemps été proposé que I'acquisition de mutations

génétiques des CSC serait responsable de l'apparition des capacités initiatrices de métastases.
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Cependant, la comparaison des tumeurs dans le CRC primaires et métastatiques n’a pas révélé la
présence de mutations pouvant étre directement impliquées dans la formation de métastases.
D’autres études suggerent que cette acquisition serait causée par des modifications épigénétiques,
des modifications de I'activité des voies de signalisation et par 'influence de I’environnement tumoral.
C’est I'exemple de la suractivation des voies de signalisation TGF-B, PI3K/AKT/mTOR (Zeuner et al.
2014).

Par la suite, les CSC ont été décrites comme étant les « graines » a I'origine des métastases. Lors du
processus métastatique, ces cellules réalisent 'EMT (Transition épithéliale-mésenchymateuse).
L'EMT consiste en la conversion du phénotype « épithélial » des cellules tumorales a un phénotype
« mésenchymateux ». En contexte sain, ce processus réversible est utilisé lors du développement
embryonnaire et lors du remodelage tissulaire. Dans un contexte tumoral, cette transition joue un réle
essentiel dans les mécanismes d’invasion tissulaire et de formation de métastases. L'acquisition du
phénotype mésenchymateux augmente considérablement les capacités de migration, d’invasion et de
résistance a I'apoptose (A. Singh et Settleman 2010; Kalluri et Weinberg 2009). L'EMT peut étre induite
par de nombreux stimuli tels que par I'activation aberrante de facteurs de transcription (SNAIL, TWIST,
ZEB), la suractivation des voies de signalisation TGF-R, PI3K-AKT ou de Wnt/R caténine, la
réorganisation des protéines du cytosquelette ou de I'ECM, et le recrutement du systéme immunitaire
dans I’environnement tumoral (Peinado, Olmeda, et Cano 2007; Varga et Greten 2017; Quail et Joyce
2013). En plus de son implication dans la formation métastatique, il a été démontré dans le cancer de
I’ovaire que I'EMT permet aussi I'invasion des cellules tumorales aux traitements (Ahmed et al. 2010).
Les CSC seraient hautement tumorigénes, dans le cancer du pancréas, cette tumorigénicité est
quantifiée comme étant 10 fois plus importante pour les CSC que pour non-CSC (Dembinski et Krauss
2009). Ces cellules sont a I'origine de métastases hétérogénes pouvant ressembler d’un point de vue
phénotypique au cancer d’origine (Batlle et Clevers 2017). Des études démontrent que les CSC sont
hétérogenes et que seul un sous ensemble d’entre elles seraient capables de former des métastases
(Hirata et al. 2019). Les CSC possédant ces compétences sont appelées cellules initiatrices de tumeurs

(CIT) ou CSC-CIT (Clarke et al. 2006 ; Ricci-Vitiani et al. 2009).
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Des données suggerent aussi que les CSC-CIT auraient des organes privilégiés pour la formation de
métastases par exemple I'équipe de Gao démontre que dans le CRC, les cellules exprimant la prominin
1 (CD133) et le récepteur de la thrombopoiétine (CD110) sont aptes a coloniser le foie alors que celles
exprimant la protéine 1 contenant le domaine CUB (CDCP1) peuvent faire des métastases pulmonaires

(Gao et al. 2013) (Figure 15).
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Figure 15: Les CSC sont hétérogénes

Les CSC aux capacités métastatiques (CSC-CIT) ont des sites de formation de métastases préférentiels.
Source : (Tomita et al. 2016)

1.2.2.5 Les CSC sont intrinséquement résistantes aux traitements de radio et chimiothérapie

Ces cellules jouent un role central dans la résistance aux traitements. Elles sont intrinsequement
résistantes a la radio/chimiothérapie par de nombreux mécanismes précédemment présentés (1.1.8

Mécanismes de Résistance aux traitements). Dans les faits, ces traitements ciblent des cellules

différenciées, a division rapide et sensibles a I’apoptose ce qui n’est pas le cas des CSC. De plus, ce type
cellulaire est tres dynamique et hétérogéne ce qui leur offre une tres bonne adaptabilité a
I’environnement tumoral changeant (Najafi, Mortezaee, et Majidpoor 2019). Elles integrent aussi des
signaux extrinseques issus de I’environnement tumoral ce qui influent aussi sur la résistance.

Ces cellules seraient largement responsables de la rechute de la maladie aprés le traitement initial.

Il estimportant de pouvoir identifier ces cellules afin de les caractériser et de développer des stratégies

thérapeutiques. Actuellement, les maladies métastatiques sont considérées incurables et sont

responsable de 90% des déceés par cancer (Netgen 2007; Clark et Palle 2016).
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1.2.2.4 La plasticité des cellules souches cancéreuses

Les cellules souches embryonnaires possédent une grande variabilité fonctionnelle qui leur permet de
passer par exemple d’un état prolifératif, a celui de différenciation ou quiescent (état de dormance
cellulaire, GO du cycle cellulaire). Cette variabilité fonctionnelle est appelée plasticité. Elle confere aux
cellules souches saines une grande adaptabilité a son environnement.

Les CSC sont aussi plastiques. Elles utilisent particulierement cette compétence pour survivre aux

traitements anti-cancéreux. Dans la leucémie, des chercheurs ont démontré que les cellules souches

leucémiques quiescentes sont responsables de la rechute tumorale aprés traitement. En effet, a la fin
de la chimiothérapie ces cellules entrent dans le cycle cellulaire ce qui permet la génération de cellules
tumorales (Batlle et Clevers 2017). Cette plasticité est aussi observée dans I’épithélium intestinal ou
en cas de déplétion des cellules souches cancéreuses LGR5P*""¢, |es cellules LGR5™€%""¢ sont capables
de repeupler cette population indispensable a I'homéostasie de la tumeur (de Sousa e Melo et al.
2017). Ces observations sont aussi validées dans de nombreux cancers solides (cancer de |'ovaire,

cancer du sein, glioblastome, mélanome) (J. Zhao 2016).

La génération des cellules souches pluripotentes induites (IPS) donne des pistes de compréhension sur
la plasticité cellulaire. Ces IPS sont des cellules somatiques (différenciées) ayant subi une
dédifférenciation par I'utilisation des facteurs de transcription OCT-4, SOX-2, KLF4, et C-myc (Takahashi
et al. 2007). Les IPS obtenues ont montré des capacités semblables aux cellules souches
embryonnaires. Ce qui prouve que le processus de différenciation cellulaire est réversible (Figure 16).
Cette dédifférenciation a été démontrée dans le CRC, ou I'activation de voie de signalisation par des
cytokines ou par des cellules est capables d’induire des CSC a partir de cellules progénitrices
(Vermeulen et Snippert 2014).

Cette capacité est a prendre en compte lors de I’étude des CSC, mais aussi pour la mise en place de

protocole de traitement et pour la gestion de la récidive.
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Figure 16: La plasticité cellulaire des cellules tumorales

En réponse aux signaux environnementaux (modifications de la population cellulaire, mortalité par traitement,
hypoxie), les cellules cancéreuses peuvent se dédifférencier en CSC. Ces nouvelles CSC sont généralement
résistantes aux modifications subies et sont capables de se différencier afin de promouvoir le développement de
la tumeur. Adaptée de (Vermeulen et Snippert 2014).

1.2.3 Ll'identification des CSC dans le CRC

Deux études simultanées ont utilisé le marqueur CD133 afin d’isoler les CSC du CRC (Ricci-Vitiani
et al. 2007; O’Brien et al. 2007). Ce marqueur connu sous le nom de la Promonin-1, est une
glycoprotéine transmembranaire qui semble étre impliquée dans I'organisation de la membrane
plasmique (Schmohl et Vallera 2016, 133). L'équipe de Ruggero De Maria a démontré que 2.5% de la
population tumorale possede des caractéristiques de CSC-CIT (Ricci-Vitiani et al. 2007). Tandis que la
seconde équipe a déterminer cette fréquence d’1/262 cellules CD133P* (positives)(O’Brien et al.
2007). lls prouvent que les cellules expriment le marqueur CD133 (CD133P%) sont indifférenciées car
elles n’expriment pas de marqueurs de différenciation cellulaire tels que le CK20 (marqueur des
entérocytes). De plus les CD133P* sont capables de former des tumeurs dans des modeéles de souris
séverement immunodéprimées (NOD-SCID) lors d’injections en dilution limite. En outre, les tumeurs
formées présentaient les mémes caractéristiques phénotypiques que la tumeur parentale : une
hétérogénéité cellulaire montrée par la présence de cellules CD133P* et CD133"¢ (négatives). En
somme les cellules CD133P*sont indifférenciées, tumorigénes et sont capables de se différencier, elles
possedent donc les caractéristiques de CSC ce qui validait ce marqueur membranaire (O’Brien et al.

2007).
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Apres ces résultats encourageants, une autre étude a démontré que le marqueur CD133 n’était pas
spécifique des CSC puisqu’il était aussi exprimé dans des cellules épithéliales non-CSC (Shmelkov et al.
2008, 133). A la suite de ces résultats, I'identification de marqueurs spécifiques des CSC est devenue
une priorité dans la recherche. De nombreux marqueurs ont été proposés tels que les marqueurs LGRS5,
CD26, CD44 et bien d’autres. Malheureusement, ils sont aussi controversés. Une des raisons étant que
I’expression des marqueurs de surface est variable d’une tumeur a I'autre mais varie aussi au cours
des stades de la tumeur. De plus, les fonctions des marqueurs proposés ne sont pas toujours
décryptées (Jaggupilli et Elkord 2012). Enfin, leur expression est rarement spécifique au tissu tumoral,
limitant leur utilisation a des fins de dépistage et en tant que cible thérapeutique.

Les controverses au sujet des marqueurs de CSC sement le doute sur I'existence de ces cellules dans
de nombreux cancers. C'est le cas par exemple du mélanome ou la spécificité des marqueurs de CSC

est encore débattue (Quintana et al. 2008) .

Actuellement, I'identification et la caractérisation des CSC se font par I'utilisation des marqueurs

d’expression couplés a des tests fonctionnels (Visvader et Lindeman 2008).

1.2.3.1 Marqueurs de surfaces des CSC

Le marqueur CD44 est reconnu comme étant un récepteur a I'acide hyaluronique et appartenant a la
famille des glycoprotéines transmembranaires multifonctionnelles. Il se lie aussi a I’ostéopontine, ainsi
gu’a des cytokines du milieu environnant (facteurs de croissance). De ce fait, il participe aux
interactions cellules-cellules, a I'adhésion et a la migration cellulaire. Son expression est régulée par
I'activité de la voie Wnt/B-caténine. Les fonctions de CD44 lui conférent un réle important dans la
progression tumorale et le développement métastatique (Figure 17A). Grace aux interactions entre
CD44 et la niche cellulaire des tumeurs solides, ce récepteur contribue au maintien d’un phénotype
souche (Morath, Hartmann, et Orian-Rousseau 2016, 44). Les cellules CD44"* possédent une
prolifération cellulaire accrue, une insensibilité a I'apoptose, et une résistance aux traitements en
comparaison avec les cellules CD44™¢ (Lee et al. 2017, 44). Une forte expression de ce marqueur est
un facteur de mauvais pronostic pour le patient (Huh et al. 2009).

Bien que le marqueur CD44 soit le plus étudié, I'expression de ses isoformes semble étre restreinte a
certaines sous populations cancéreuses, c’est I'exemple de I'isoforme CD44v6 obtenu par épissage
alternatif. CD44v6 a été détectée dans des carcinomes cervicaux, pancréatiques et colorectaux.
L'expression de CD44v6 provient d’un systeme complexe reliant I’environnement tumoral, des

cytokines (tels que des facteurs de croissance) et des voies de signalisation (Wnt/B-caténine, PI3/AKT)
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(Morath, Hartmann, et Orian-Rousseau 2016; Ma, Dong, et Chang 2019). Cette isoforme joue un réle
important dans les processus d’invasion et de formation de métastases en régulant la matrice

extracellulaire (MEC) et en favorisant la motilité cellulaire (Saito et al. 2013).

Malgré son importance dans le maintien du statut indifférencié, les expériences d’ajout de la forme
CD44v6 dans des cellules CD44v6"8 ne permet pas |'acquisition d’'un phénotype de CSC. Toutefois cette
insertion conduit a une augmentation des capacités de migration et de colonisation (Todaro et al.
2014, 4). Tout comme CD44, CD44v6 est un marqueur de mauvais pronostic, les taux de survie a 5 ans
pour des patients atteints de CRC et exprimant I'isoforme CD44v6 est diminué de 40% (Figure 17B)
(X.-D. Li et al. 2013).
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Figure 17: Le marqueur CD44v6

A. Implication du marqueur CD44v6 dans le processus de formation métastatique. La libération de facteurs par
les CAFs (fibroblastes associés au cancer) engendre une reprogrammation des cellules en CSC et I'expression du
marqueurs CD44v6. Ces nouvelles CSC auront la capacité de disséminer afin de coloniser différents organes
formation métastatique). Lors du processus métastatique, les CSC vont former une tumeur hétérogéne
composée de cellules CD44v6P* et CD44v6™°. TAC : cellules amplificatrices de transit, OPN : Ostéopontine, HGF :
Facteur de croissance des hépatocytes, SDF : facteur dérivé de cellules stromales. Source : (Todaro et al. 2014).
B. Courbe de survie selon I'expression de CD44v6 dans des groupes de patients atteints de carcinome ovariens
(Zhou, Liu, et Xue 2012).

Le marqueur « EPithelial Cell Adhesion Molecule » EPCAM (ou CD326) connu sous le nom d'antigéne
spécifique épithélial (eSA) est exclusivement exprimé par des cellules épithéliales avec une expression
plus élevée dans les cancers. Il fut premierement découvert dans le CRC et par la suite mis en évidence
dans d’autres cancers tels que ceux du sein, des ovaires, de la prostate et des poumons (Baeuerle et
Gires 2007). Ce marqueur participe a I'adhésion cellule-cellule, aux processus de signalisation
cellulaire, a la migration, la prolifération et a la différenciation cellulaire (Trzpis et al. 2007). Son rdle

dans le développement tumoral est contesté. Il aurait une action antitumorale due aux interactions
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d’adhésion a la MEC qui ne favoriseraient pas la motilité cellulaire et empécheraient la formation
métastatique. Et, en méme temps la protéine EpCam aurait une action pro-tumorale en favorisant la
motilité, la prolifération et la survie cellulaire (van der Gun et al. 2010). En réalité I’action d’EPCAM va
dépendre du contexte cellulaire et environnemental. Dans les carcinomes de la thyroide et du rein a
cellules claires I'expression de EPCAM est de bon pronostic ; tandis que pour ceux de la vessie et du
pancréas il est associé a une diminution de la survie globale des patients. Pour les carcinomes
colorectaux, mammaires, pulmonaires et ovariens les deux réles ont été proposés (Keller, Werner, et
Pantel 2019). Dans le cancer du sein par exemple, il est de moins bon pronostic pour le sous type HER2
(human epidermal growth factor receptor 2) et inversement pour ceux de type « basal-like » et luminal
B HER2P** (Soysal et al. 2013).

Malgré cela, la surexpression d’EPCAM est un marqueur potentiel de dépistage, cependant, en raison
de sa forte expression dans les adénocarcinomes il est souvent utilisé afin de détecter les cellules
tumorales circulantes (CTC) ou les métastases (Patriarca et al. 2012). Dans le CRC, il a été montré que
les cellules présentant une forte expression du marqueur EPCAM et CD44 ont de fortes capacités de

CSC telles que I'invasion et la formation de métastases (Dalerba et al. 2007).

Le marqueur LGR5 aussi appelé Gprd9 (G-protein coupled receptor 49) est un récepteur couplé aux
protéines G. Son expression est dépendante de I'activité de la voie Wnt/R caténine. Des expériences
in vitro ont aussi prouvé que les cellules LGR5P* ont des capacités d’autorenouvellement et de
différenciation, ce qui permet de proposer ce marqueur comme un marqueur de CSC (Kobayashi et al.
2012). La surexpression de LGR5 est importante pour la progression tumorale car elle corréle avec une
forte activité de la voie Wnt/R caténine. En effet, LGR5 promeut ’activation de la voie en inhibant la
dégradation du récepteur de Wnt. Cliniquement, une forte expression de LGR5 est associée a un CRC
de stade avancé. De plus LGRS serait une facteur de mauvais pronostic car la réponse au 5FU parait
étre meilleure pour les tumeurs LGR5™"* (faible niveau d’expression) (Novellasdemunt, Antas, et Li
2015).

Les expériences d’inhibition de LGR5 dans un contexte tumoral entrainent une régression tumorale et
une diminution de I'activité de la voie Wnt (de Sousa e Melo et al. 2017). De plus, dans des modéles
murins I'inhibition de LGR5 induit une régression et une disparition des métastases hépatiques

(Fumagalli et al. 2020).

Le marqueur « cluster of differentiation 26 » (CD26) aussi appelée Dipeptidyl peptidase-4 (DPP4), est

une glycoprotéine de surface exprimée dans de nombreux types cellulaires (endothéliaux, épithéliaux,
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immunitaires) (S. Davies, Beckenkamp, et Buffon 2015, 26). Son expression dans les tumeurs primaires
permet de prédire la formation de métastases. Une étude in vivo démontre aussi que dans le contexte
d’un CRC, les cellules CD26P* sont dotées de fortes propriétés de CIT. L'étude affirme aussi que les
traitements induisent un enrichissement de la population CD26P* ce qui valide le caractere
chimiorésistant associé a ce marqueur (Figure 18A) (Pang et al. 2010, 26).La forte expression de CD26
est corrélée a une diminution de la survie globale des patients avec ou sans traitement de
chimiothérapies (Figure 18B) (Lam et al. 2014). D’autres études ont validé la corrélation entre
I’expression des marqueurs CD133 et CD26. Par ailleurs I'augmentation de I’expression de CD133
induit aussi celle de CD26 et est suivie d’une forte activation des genes de pluripotence (tels que Nanog
et Oct-4)(Grunt et al. 2015). Une corrélation similaire est observée pour les marqueurs CD26, CD44 et
ALDH (marqueur fonctionnel de CSC). Les cellules CD26P° se révelent étre aussi CD44P° et ALDHP*
(Grillet et al. 2017). Toutes ces informations valident le marqueur CD26 comme marqueur de CRC-CSC

avec de fortes capacités de CIT et de chimiorésistance.
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Figure 18: Le marqueur CD26

A. Les cellules CD26P* possedent des propriétés de CIT telles que la chimiorésistance et la capacité a former des
métastases. Source O.Villeronce. B. Courbe de survie aprés traitement de chimiothérapie et en fonction de
I’'expression du marqueur. La forte expression de CD26 est associée a diminution de la survie globale aprés
traitement de chimiothérapies dans le CRC. Source (Lam et al. 2014)

1.2.3.2 Marqueurs fonctionnels de CSC

L'activité de I'enzyme ALDH1 (aldéhyde déshydrogénase-1) a été proposée comme un marqueur des

cellules souches saines et cancéreuses dans le c6lon (Huang et al. 2009). L’ALDH est une enzyme du




groupe des enzymes dépendantes du nicotinamide-adénine dinucléotide phosphaté positif (NAD(P)P*)
qui catalysent des réactions d’oxydation de substrats endogénes et exogénes. Cette enzyme est
présente dans le cytosol des cellules de différents organes tels que le cerveau, les yeux, le foie ou les
poumons ; et participe au maintien et au développement des organes (Tomita et al. 2016). Elle a une
activité élevée dans les cellules souches saines et participe aux fonctions d’auto protection
(détoxification cellulaire, protection des dégats des ROS), de différenciation et d’expansion cellulaire
(Marcato, Dean, Giacomantonio, et al. 2011; S. Singh et al. 2013).

Dans le contexte tumoral, les isotypes de I’ALDH1 jouent un role essentiel en tant que marqueur de
CSC. L'isotype va dépendre de la tumeur, pour les cancer de la prostate et du colon I'isotype associé a
la population de CSC est I’ALDH1A1, alors que celui du cancer du sein est ALDH1A3 (Marcato, Dean,
Pan, et al. 2011; S. Singh et al. 2013).

Des études de tumorigénicité dans des modeéles murins ont validé les propriétés de CSC associées a
I’expression du marqueur. En effet, les cellules ALDHP* ont des capacités de CIT et de résistance
supérieures au ALDH"®8 (Dylla et al. 2008; Huang et al. 2009). Le marquage additionnel avec CD133 ou
CD44 n"augmente que tres peu les capacités observées.

Des études supplémentaires ont par la suite associé les capacités d’autorenouvellement et le potentiel
de croissance a ce marqueur (Nishikawa et al. 2013). Par exemple, dans le cancer de la prostate, les
cellules ALDHP* possédent une forte activité de la voie Wnt/R caténine ce qui promeut le
développement tumoral (Cojoc et al. 2015).

L'activité de I'enzyme est quantifiée avec un kit in vitro (kit de dosage Aldefluor, StemCell Technologies,
Durham, NC, USA) (Figure 19). L'utilisation de la cytométrie en flux permet de sélectionner les
différentes populations (ALDHP* °“ "8) afin de les étudier dans des conditions in vitro (culture cellulaire)
ou in vivo avec des modéles animaux.

Cet outil a été développé et utilisé par le Dr Ginestier dans I’équipe de Max Wicha afin de démontrer
que dans le cancer du sein, seules les cellules ALDHP® ont des capacités de CIT. (Ginestier et al. 2007).
Dans le cancer du sein, la forte d’activité de I’ALDH est corrélée a une forte expression de I'enzyme, ce
qui permet de valider I’expression de I’ALDH comme marqueur de la population CSC (Deng et al. 2010).
Tout comme les autres marqueurs de CSC, I'activité et I’expression de I’ALDH sont controversées. Des

études révelent que la population cellulaire ALDHP* ne correspond pas toujours a la population de
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CSC (Pearce et Bonnet 2007). La forte expression de ce marqueur, tout comme les autres marqueurs

de CSC est associé a un mauvais pronostic dans le CRC.

ABEORATVA0E ALOK_000) f

Catalyse du substrat qui
y : .

) @)~
devient fluorescent l
Aldi

Y

FSC-A

= -

8 Cellules fluorescentes Bi_ALDEALOR-A B
o ! | Analysable en cytométrie en

| flux

?AI’VMGESE{‘B_‘;\_X__ 0001 fg?
o

pEAB—i|Aldh | —_— e

+ inhibiteur de I'ALDH J £l4

BI_ALDEFLUOR-A WO

Cellules CTRL négatives

ALDEFLUOR™ Kit | STEMCELL Technologies

Figure 19 : Principe du Kit ALDH stem cell ®

La catalyse du réactif (fournis dans le kit) par 'ALDH1 endogéne forme un produit fluorescent qui reste piégé
dans les cellules. Le niveau de fluorescence obtenu sera le reflet de I'activité de I'enzyme.

Afin d’avoir un contréle (de bruit de fond) propre a chaque lignée et condition, un contréle sera réalisé, en
ajoutant en plus du substrat un inhibiteur spécifique de I’'enzyme (le DEAB).

Les cellules exprimant des niveaux élevés d'ALDH deviennent brillamment fluorescentes (ALDH® ou ALDH""¢¢) et
seront identifiées et quantifiées a l'aide d'un cytometre en flux. Source O.Villeronce

La side population (SP), fait référence a une population cellulaire négative (SP"8) lors d’analyses de
cytométrie de flux apres marquage avec des colorants ciblant I’ADN tels que le Hoechst ou la
rhodamine-121 (Behbod et Vivanco 2015). Ce marquage repose sur la surexpression de pompes
transmembranaires de la famille des transporteurs ABC comme décrit précédemment. Les cellules de
la SP sont capables de rapidement rejeter les colorants, a I'inverse des autres cellules (SPP°*)(Goodell
et al. 1997) (Figure 20). Ces cellules isolées possédent de fortes capacités d’autorenouvellement et de
CIT. Dans le cancer de |'ovaire, la population cellulaire ALDHP® et SP présente une plus forte capacité
de CIT que les deux populations séparées (Yasuda et al. 2013).Cela démontre la présence de CSC dans
la SP (Hill et Perris 2007). Cette population cellulaire a été isolée dans de nombreuses tumeurs solides

et lignées cellulaires (Richard et al. 2013).

La SP a la propriété importante de pouvoir isoler des cellules a caractére de CSC sans marqueurs de
surface. Malheureusement, cette technique a de nombreuses limitations dont les méthodes
d’isolement qui dans le cancer du sein ne fournissent qu’une faible quantité de cellules, et la toxicité

du colorant (Casarsa, Oriana, et Coradini 2008).
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Figure 20: Graphique de la Side population en cytométrie en Flux

A : La side population est en bleue et la non-side population (SP™9) en vert.
B : Perte de la side population lors de I'inhibition des pompes a efflux avec du Vérapamil
Source : (Hatina et al. 2019)

En somme, le caractére controversé des marqueurs membranaires et fonctionnels de CSC prouve que

I’utilisation de combinaisons de marqueurs serait plus convaincante pour caractériser la population de

CSC.

1.2.3.3 Autres marqueurs : facteurs de transcription

D’autres marqueurs plus ubiquitaires existent tels que Oct-4, SOX-2 et Nanog. Ces facteurs de

transcription jouent un réle dans la pluripotence des cellules souches saines (Hadjimichael et al. 2015).

OCT-4 (octamer-binding transcription factor 4) est impliqué dans I’'embryogenése, le maintien des CS
saines et dans la croissance tumorale/métastatique. Ce FT est au coeur du mécanisme du maintien de
la pluripotence cellulaire, il coopere avec Nanog et SOX2, afin d’activer des genes cibles et maintenir
la pluripotence (Pan et Thomson 2007; G. Shi et Jin 2010). OCT-4 est exprimé dans 100% des tissus
tumoraux, ou il fonctionne un peu comme un oncogéne et promeut la croissance tumorale
(Hochedlinger et al. 2005; Y.-D. Wang et al. 2013). Une relation significative existe entre

I’augmentation du grade de la tumeur et I'expression des genes de pluripotence (Amini et al. 2014).

Le FT Nanog est exprimé de maniere aberrante dans les cellules cancéreuses. Il participe a la

prolifération cellulaire et a 'EMT. Il contribue a I'activation de voies de signalisation comme celle de
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STAT3 ce qui permet le maintien des propriétés souches (Gawlik-Rzemieniewska et Bednarek 2015).
Dans le CRC, Nanog joue un role important dans la prolifération cellulaire, I'invasion et la motilité

cellulaire (Wahab et al. 2017).

Tout comme OCT-4 et Nanog, SOX-2 (SRY-Box Transcription Factor 2) est également exprimé dans les
tissus malins. Sa surexpression est associée a une agressivité tumorale et a la formation métastatique
(Grimm et al. 2019). SOX2 contréle I'expression de d'OCT4, et est aussi nécessaire au maintien de la

pluripotence.

Plusieurs genes et voies de signalisation impliquées dans le développement, notamment Bmi-1, Sonic
Hedgehog (Shh), Notch et Wnt/B-caténine, se sont avérés avoir des fonctions régulatrices importantes
pour les CSC. Cependant, ces génes sont aussi actifs dans d'autres types de cellules, ils ne peuvent donc

pas étre utilisés comme marqueurs de CSC.
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Tableau 1: Marqueurs de CSC dans les tumeurs solides (liste non exhaustive)

Marqueurs Fonctions Importance
Enzyme de détoxification Forte capacité de CIT dans des modeles murins
ALDH1
cellulaire Résistance thérapeutique
CD44 Forte capacité de CIT dans des modeles murins
Associé aux tumeurs de stades avancés
Molécule d’adhésion
Mauvais pronostic de survie
cellulaire. Interaction avec
I’acide hyaluronique
Motilité cellulaire et formation de métastases dans des
CD44v6 modéles murins
Forte capacité de CIT dans des modeles murins
Glycoprotéine
CD133 Résistance thérapeutique
transmembranaire
Mauvais pronostic et une rechute tumorale
Développement de métastases a distance (modele
murins)
CD26 Glycoprotéine de surface
Chimiorésistance
Mauvais pronostic, associé a la présence de métastases
Molécule d’adhésion Mauvais pronostic en fonction du cancer
EPCAM
cellulaire Marqueurs de CTC et de métastases
Correspond a un stade avancé de la maladie
LGR5 Geéne cible de la voie Wnt
Forte activité de la voie Wnt et mauvais pronostic
Pompes a efflux
SP Capacité de CIT dans des modeles murins
membranaires
Oct-4, Sox- Mauvais pronostic
2, Nanog, Facteurs de transcription Résistance thérapeutique
c-myc, Rechute des patients
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1.2.4 L’analyse des cellules souches cancéreuses
1.2.4.1 Les analyses in vitro

Les CSC des tumeurs solides peuvent étre maintenues en culture cellulaire. Ce mode d’amplification
offre la possibilité d’étudier les caractéristiques des populations cellulaires présentes, surtout de celles
en faible proportion comme les CSC des tumeurs solides. De nombreuses lignées cellulaires issues de
patients sont disponibles (Linnekamp et al. 2018).

Les tests in vitro sont quantitatifs, spécifiques et permettent de travailler sur les cellules d’intéréts qui
sont minoritaires au sein de la population cellulaire. Plusieurs tests in vitro ont été utilisés pour
identifier et analyser les CSC, tels que les tests de formation de sphéres, les tests en série d'unités de
formation de colonies (CFU) (tests de réplication), les tests d’expression de marqueurs, et ceux de
rétention de colorants. Ces tests sont basés sur la propriété intrinseque d’autorenouvellement des

CSC.

La cytométrie en flux est une méthode sensible spécifique et robuste qui permet I’analyse quantitative

de marqueurs fluorescents de surface ou fonctionnels ; et apres purification des populations d’intérét,

ces cellules sont facilement disponibles pour des études in

vitro ou in vivo. Non-CSC csc
Le test de formation de sphéres (SFC: sphere formation 8@ @
capacity) permet un enrichissement de la population de CSC.

Cette technique fut d’abord utilisée pour I’étude des cellules

souches adultes, puis fut ensuite appliquée et validée pour

celle des CSC de divers cancers. Les lignées cellulaires sont }/:G’

cultivées en suspension (3D), sans ancrage a une matrice et Anoikis

sans addition de sérum, les non-CSC vont subir une mort Colosphere
cellulaire par anoikis, alors que les CSC vont s’adapter,
survivre, se multiplier et former des sphéres (appelées

colosphéres dans le cancer du célon) (Figure 21). Les sphéres

obtenues ressemblent a des micro-tumeurs, et présentent

une composition hétérogene de cellules. Ce mode de culture Figure 21: Le test de formation de

est plus fidele a ce que I'on observe chez le patient que la
culture en adhérence (2D) (Weiswald et al. 2009). Ce type de
culture a aussi permis I'étude génétique des populations

souches et non souches en culture.

sphéres (SFC)

Seules les CSC peuvent survivre en culture
en suspension et former des sphéres
appelées colospheres. Les autres cellules
vont mourir par anoikis. Source :
O.Villeronce
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Néanmoins chacune des méthodes potentiellement utilisables pour isoler et sélectionner des cellules
possédent des inconvénients qui compliquent I'interprétation des résultats. C'est pour cela que les
tests in vitro doivent impérativement étre validés par des tests in vivo de référence, considérés
comme le meilleur test fonctionnel pour étudier les capacités de CIT et d’autorenouvellement des

CsC.

1.2.4.2 Les analyses in vivo

Les cellules cancéreuses sont xénogréffées dans un site orthotopique ou hétérotopique de
souris immunodéprimées. L'initiation tumorale sera suivie et quantifiée. Afin de montrer les capacités
d’autorenouvellement infinies, les cellules issues de ces tumeurs seront récupérées et a nouveau
greffées dans une deuxiéme souris (Figure 22). L'initiation tumorale démontre la présence de CSC dans
le pool de cellules injectées.

Il ne faut cependant pas oublier que ce modeéle n’est pas parfait du fait des interactions entre les CSC
et le stroma environnant (la niche) qui est appauvri dans les souris immunodéprimées (Bissell et

Labarge 2005). Pour pallier cet obstacle I'injection de cellules tumorales syngéniques est pertinente.

Injection sous cutanée Tumeur de 1% génération Injection sous cutanée Tumeur de 2™ génération
Ex: 50, 500 et 5000 cellules

Figure 22: Test d'initiation tumorale sur des modéles murins

Injection en sous-cutanée de différentes densités de cellules cancéreuses. L’apparition des
tumeurs est suivie et quantifiée. Les tumeurs de premiére génération seront récupérées,
dissociées et réinjectées dans d’autres souris afin d’obtenir des tumeurs de seconde génération.
Source O.Villeronce

Les analyses obtenues in vitro et in vivo doivent étre compilées afin de fournir une meilleure

caractérisation de la population de CSC.
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1.3 LA KINASE BRAF, EFFECTRICE DE LA VOIE DES MAAPKINASES

1.3.1 Présentation générale de la voie des MAPkinases

La voie de signalisation intracellulaire des « mitogen activated protein kinase » (MAPK ou MAPkinase)
posséde un role central dans de nombreux processus cellulaires fondamentaux. Conservée au cours
de I’évolution, elle est impliquée dans les mécanismes de prolifération cellulaire, de différenciation,

de survie et de mort (Hagemann et Rapp 1999).

La signalisation comprend une protéine G en amont d’'un ensemble de kinases : une MAPKKK (MAPK
kinase kinase) qui phosphoryle et active une MAPKK (MAPK kinase) qui a son tour active une MAPK.
Les MAP-kinases sont des kinases qui catalysent la phosphorylation de protéines MAP. La MAPK active

est transférée dans le noyau afin d’activer différentes cibles et de modifier le comportement cellulaire
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Figure 23: Voie des MAPK/ERK simplifiée

La signalisation commence par I'activation du récepteur RTK causée par la liaison d’un ligand (par exemple
facteurs de croissance ou cytokine) sur ces domaines extracellulaires. Cette fixation induit la dimérisation du
récepteur et I'autophosphorylation des domaines cytoplasmiques. Cette phosphorylation est reconnue par des
protéines adaptatrices qui vont s’y lier (non montré). Ces protéines vont attirer les facteurs d’échange guanine-
nucléotide (GEF) vers la membrane plasmique ou elles vont activer la protéine RAS. Par la suite, RAS phosphoryle
et active une MAPKKK connue sous le nom de RAF. Ensuite, RAF phosphoryle et active la MAPKK (MEK). Pour finir,
MEK va activer ERK qui sera transloquée dans le noyau afin de moduler I'activité de ses cibles (Facteurs de
transcription, protéines liants ’ADN, coactivateurs et corépresseurs).(Adaptation (McCain 2013)).
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(Figure 23). Toutes ces boucles d’activation permettent une amplification du signal et offrent une
grande interface de régulation ce qui permet I'ajustement de la durée et de I'amplitude de la voie

(Kolch 2000).

Chez les mammiféres, il existe plus d’'une douzaine de genes MAPK. Les plus connus appartiennent aux
familles régulées par les signaux extracellulaires telles que les kinases ERK1/2 (extracellular signal-
regulated kinase 1/2) ; les kinases c-Jun N terminales (JNK) et les kinases p38. Les autres ERK3, ERK5,

et ERK7 ont des régulations et fonctions distinctes.

Toutes ces voies suivent le processus d’activation (MAPKKK—>MAPKK—>MAPK) précédemment décrit
(Krishna et Narang 2008). Les kinases RAF sont des MAPKKK et n’interviennent que dans la voie des

MAPK débouchant sur I'activation des ERK 1/2.

1.3.1.1 Les effecteurs de la voie des MAPK-ERK1/2

Les récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK) : la voie des MAPK/ERK est principalement activée par
des récepteurs de surface a activité de tyrosines kinases. Ces récepteurs subissent une dimérisation
aprés fixation de leur ligand. Cette dimérisation engendre I'activation du récepteur et
I"autophosphorylation des résidus Tyr (tyrosine) dans le domaine intracellulaire. Ces résidus servent
de liaison aux protéines de facteurs d’échange (GEF) comprenant des domaines d’homologie Src 2
(SH2) ou de liaison a la phosphotyrosine (PTB). Ces protéines recrutées participeront a I’activation de

RAS.

Les protéines RAS sont les membres d’une superfamille de GTPases associées a la membrane. Les RAS
existent sous trois isoformes : HRAS (Harvey-RAS), KRAS (Kristen RAS), NRAS (Neuroblastoma RAS). Les
isoformes different dans leur localisation d’expression mais semblent pourtant avoir les mémes
fonctions (Young et al. 2009). KRAS est I'isoforme exprimé dans presque toutes les cellules (Aoki et al.

2008).

L’activation de RAS est médiée par I’échange d’un ADP avec un GTP ce qui convertit RAS en sa forme
active. Cette activation est possible grace au recrutement a la membrane de facteur d’échange guanine
nucléoside (GEF) tel que SOS (Son of Sevenless) (Pierre, bats, et Coumoul 2011). La forme active de
RAS interagit avec de nombreux effecteurs afin de moduler différentes voies de signalisation (Figure
24). C’est par ces différents effecteurs que RAS peut contréler des mécanismes comme la prolifération
cellulaire et la survie. Les effecteurs de RAS sont RAF (de la voie des ERK), PI3K, la phospholipase C
(PLC), et des GEF tels que la RAL guanine nucleotide dissociation stimulator (RALGDS) (Downward
2003).

63



MEK

m
o)
=

Cell-cycle progression
Transcription

Transcription
Vesicle transport
Cell-cycle progressiorn

Figure 24 : Signalisation en aval de RAS

RAS interagit avec de nombreux effecteurs des voies de signalisation : RAF-MEK-ERK (en gris) ; PI3K-AKT (en vert),
la voie de NF-kB (en bleu), voie de la phospholipase C (en rouge).
Source : (Downward 2003)

Les kinases RAF : ARAF, BRAF et CRAF sont des sérine thréonine kinases localisées dans le cytoplasme
(Garnett et Marais 2004). La RAS activée se lie a une des kinases de RAF et la déplace a la membrane
plasmique afin de I'activer. Une fois active, RAF va par la suite phosphoryler et activer les MAPKK MEK1

et MEK2. Une présentation détaillée des kinases RAF sera réalisée dans la partie 1.3.2.La kinase RAF.

MEK : Les MEK1 et MEK2 ou MEK % (MKK-1 et MKK-2) sont les seuls substrats de RAF. BRAF est son
principal activateur (suivi de CRAF puis ARAF) (Hagemann et Rapp 1999). RAF va ainsi phosphoryler et
activer MEK sur deux résidus Serine clés (Ser218 et Ser222 dans la MEK1, et Ser222 et Ser226 dans la

MEK2) (Lavoie et Therrien 2015)

Les MEK1/2 sont des protéines kinases a double spécificités tyrosine et thréonine ; activées elles sont

capables de phosphoryler les ERK1/2.

Les ERK1 et ERK2 ou ERK1/2 également appelées MAPK p44 et p42 sont activées par la
phosphorylation de MEK sur leurs résidus thréonine et tyrosine ((Thr202 et Tyr204 de ERK1, et Thr185
et Tyrl87 de ERK2). Ces deux isoformes présentent 83% d’homologie et semblent étre
fonctionnellement équivalentes (Krishna et Narang 2008). Elles sont localisées dans le cytoplasme et
sont associées a MEK ou a d’autres protéines d’échafaudage de régulation. Leur activation libéere
ERK1/2 qui pourra activer de nombreuses cibles dans le cytoplasme, a la membrane et dans le noyau.
Par exemple, a la membrane ERK1/2 phosphoryle SOS afin d’inhiber I'activation de RAS. Dans le

cytoplasme, ERK active la p90 ribosomale S6 kinase (RSK). Cette sérine thréonine Kinase phosphoryle
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de nombreux substrats nucléaires ce qui promeut la croissance et la prolifération cellulaire (Carriere

et al. 2008).

Dans le noyau ERK phosphoryle de nombreux facteurs de transcription (FT) tels que ELK1 qui régule
I’expression de FOS et impacte ainsi la prolifération et la différenciation cellulaires (Chuderland et al.,

2008, Ahn, 2009).

1.3.1.2 Activation de la voie des MAPkinases

La voie des MAPkinases permet essentiellement I'internalisation de signaux extracellulaires afin de
modifier le comportement cellulaire. Elle est activée par de nombreux signaux extracellulaires tels que
les facteurs de croissance (FC) et I'insuline. Les FC sont soit dérivés des plaquettes (PDGF, « Platelet
Derived Growth Factor »), de I'épiderme (EGF) ou de la croissance nerveuse (NGF). En plus de
I’activation par des RTK, la voie peut aussi étre enclenchée par des ligands liant des récepteurs couplés
au protéine G (RCPG) (on parle ainsi de transactivation). Les ligands peuvent étre des cytokines par
exemple et la voie peut également étre activée par la désorganisation des microtubules ou encore par

le stress osmotique (modification du niveau hydrique cellulaire) (Raman, Chen, et Cobb 2007).

Par ailleurs, 'EGFR a une grande variété de ligands en plus de I'EGF. Ses ligands sont des FC, des
hormones, des facteurs de différenciation et des substances favorisant le stress métabolique ainsi que
les dommages a ’ADN. La communication cellule-cellule est aussi un modificateur de la voie de

signalisation des MAPkinases (S.-H. Yang, Sharrocks, et Whitmarsh 2013).

1.3.1.3 Lescibles de la voie des MAPkinases

Les effets de la voie des MAPkinases, sans prendre en compte les nombreuses cibles de RAS, vont étre
essentiellement le résultat des activations d’ERK1/2. Ces kinases sont cruciales et possédent plus de
150 cibles en aval (Lm, Je, et Mh 2011). Les effecteurs d’ERK1/2 sont localisés dans tous les

compartiments cellulaires.

La translocation d’ERK1/2 dans le noyau via l'utilisation de protéines chaperonnes permet la
phosphorylation et la stabilisation des FT, des coactivateurs et corépresseurs de la transcription et la
modification des protéines liant I’ADN tels que les histones. C’'est I’exemple des FT c-Myc, c-Jun et c-
fos qui sont impliqués dans la régulation du cycle cellulaire et dans la croissance et la survie cellulaires

(Whitmarsh 2007).

ERK va aussi activer des protéines cytosoliques du cycle cellulaire (rétinoblastome), des protéines pro

apoptotiques (BAD, Caspase 9) et des protéines du cytosquelette (paxilline, calnexine) (Krishna et
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Narang 2008; S.-H. Yang, Sharrocks, et Whitmarsh 2003, 200). L'impact de la voie dépend du type
cellulaire, par exemple dans les cellules immunitaires I’activation d’ERK est impliquée dans la réponse
immunitaire innée (Herrero et al. 2016; Arthur et Ley 2013).

De plus, la voie est aussi modulée par la synchronisation, la durée et I'intensité du signal d’activation.
(Lo et al. 2002). Par exemple une faible intensité d’activation favorise la multiplication cellulaire tandis

que la forte activation promeut I'arrét du cycle cellulaire (Pagés et al. 1993; Sewing et al. 1997).

1.3.1.4 Régulation de la voie des MEK-ERK

La cascade de signalisation est régulée par de nombreux points de controles. Cette régulation
s’exécute spatialement (dans tous les compartiments cellulaires) et temporellement. Elle s’effectue
par des rétrocontroles négatifs d’ERK sur EGFR, RAS, et RAF. Mais aussi par I'induction de I’expression
de Sprouty ou des phosphatases « dual specific phosphatase » (DUSP) (Figure 25 ) (McCormick 2010).
Ces protéines participent a I'arrét d’activité de la voie. Leur fonctions ne sont pas encore bien
décryptées, mais par exemple Sprouty semble capable d’inhiber I'activation de RAF (Ashton-Beaucage

et Therrien 2010).

Récepteur a
~—-—1 | Tyrosine kinase
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FT

Figure 25: Mécanismes de régulation de la voie des MAPkinases

De nombreux rétrocontréles participe a la régulation de la voie des
MAPkinases. Source : (Favre 2014)

Par ailleurs, la voie des MAPK-ERK est en relation avec de nombreuses voies de signalisation. Ces
régulations complexes vont impacter la réponse aux inhibiteurs des acteurs des voies. En effet, le
blocage d’une voie de signalisation induit souvent une activation compensatoire d’une autre voie

(Favre 2014).
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1.3.1.5 MAPkinase et cancer

Les altérations de la voie des MAPkinases sont des inducteurs majeurs du développement de
nombreux cancers. Elles sont la résultante de modifications génétiques ou épigénétiques entrainant
des mutations activatrices des effecteurs de cette cascade. Ces mutations peuvent se réaliser en amont
dans les genes des récepteurs membranaires (tels que I'EGFR), dans les transducteurs du signal (tels
qgue RAS, RAF, ou MEK), dans les partenaires de la régulation (comme Sprouty) et dans les kinases en
aval de ERK. Les mutations des oncogenes RAF et RAS sont détectées dans plus d’un tiers des cancers
(>30%), en comparaison de celles de MEK qui sont plus rares (3-8% dans le mélanome, 3% dans le CRC)
(Burotto et al. 2014; Guo et al. 2020). Toutes les mutations conduisent a une activation non régulable

de I'activité d’ERK.

Les mutations de la voie MEK-ERK touchent les mémes types de tumeurs (mélanome, cancer du célon,
cancer de la thyroide) et sont souvent mutuellement exclusives (H. Davies et al. 2002). Les raisons
proposées sont que la présence de mutations redondantes ne conférerait pas d’avantage sélectif au
développement de la tumeur ; en effet, une trop forte activation de la voie des MAPkinases induirait

I’arrét de la prolifération cellulaire et I’apoptose (Sewing et al. 1997).

L'amplification de la cascade des MAPkinases, impacte de nombreuses voies de signalisation, et induit
une augmentation des capacités de prolifération, de croissance et de survie cellulaire. En conséquence,

sa suractivation promeut la progression tumorale (Braicu et al. 2019).

1.3.2 Lakinase RAF

Comme indiqué dans la partie 1.3.1.1, la famille RAF se compose de trois enzymes : ARAF, BRAF et
CRAF (aussi appelé RAF1). CRAF fut la premiere découverte en 1985 et demeure la RAF la plus étudiée.
Les expériences d’invalidation de genes (Knock out) chez les souris de RAF démontrent que ces
protéines ne sont pas redondantes et remplissent des fonctions distinctes complémentaires
(Hagemann et Rapp 1999). Par exemple, chez le rat, les isoformes A-RAF et C-RAF sont détectées de
maniére transitoire ou stable dans les mitochondries. Cela a permis d’'impliquer les RAFs dans les
processus d’apoptose (Yuryev et al. 2000). De surcroit, les RAFs possédent des régulations et

partenaires différents ce qui leurs confére des fonctions diverses et variées.

Néanmoins, toutes les RAFs sont activées par de petites GTPases RAS, des événements de

phosphorylation régulateurs et des protéines d’échafaudage (Garnett et Marais 2004).
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1.3.2.1 Structure et activation de RAF

Les protéines RAF sont composées de trois régions conservées (CR1 a CR3) (Figure 26).
Structurellement ces régions forment deux domaines : Le domaine régulateur comprenant CR1 et CR2,
ainsi que le domaine kinase, a I'extrémité C-terminale comprenant le CR3 (Wellbrock, Karasarides, et

Marais 2004).

CR1 est un domaine riche en cystéines et est le principal site de liaison de RAS. Il comprend le domaine
de liaison a RAS (RBD) et le domaine riche en cystéine (CRD).

CR2 est le domaine de régulation, et est riche en sérines et thréonines. Il agit comme une charniére
flexible entre CR1 et CR3. Son réle n’est pas vraiment bien défini, mais il est supposé que CR2 participe
aux interactions protéines/protéines et a la localisation subcellulaire de RAF (Fabian et al. 1994).

CR3 représente le domaine catalytique et est régulé par phosphorylation. Il contient la région de la

boucle de liaison ATP (Boucle P) qui estimportante pour la stabiliser (Chong, Vikis, ecv b kt Guan 2003).

Dans la famille des RAF, I'isoforme BRAF est |a cible privilégiée de RAS. De plus, il a la plus forte affinité
pour MEK ce qui en fait son plus puissant activateur (Papin et al. 1996).
Le proto-oncogéne BRAF code pour la protéine BRAF de 73 kDa. Il est situé chez ’lhomme sur le

chromosome 7 (7q34) et est composé de 18 exons.
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Figure 26 : Organisation moléculaire des enzymes de RAF

CR1, CR2, CR3 représentent les 3 régions conservées des enzymes. CR3 est le site d’activation des RAF. Les
emplacements des sites de phosphorylation sont numérotés. Le résidu pS445 de BRAF est le résidus sérine
phosphorylé de maniére constitutive.Source : (Wellbrock, Karasarides, et Marais 2004)
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Les mécanismes d’activation de BRAF different de ceux de ARAF et CRAF et ne sont pas encore

totalement décryptés.

Le modele accepté propose que dans une cellule saine, la BRAF inactivée est séquestrée dans le
cytoplasme par les protéines 14-3-3. BRAF est sous forme de monomere et posséde une conformation
inactive repliée. Cette conformation permet une interaction hydrophobe entre le domaine régulateur
(résidus G597 a V601) et le domaine catalytique contenant la boucle P (résidus G465 a V472) (Figure
27A 1->2) (Sun et Wang 2019).

La fixation de RAS-GTP (RAS activé) sur le CR1 au niveau des domaines RBD induit la libération du
dimere 14-3-3. Cela permet la présentation du CRD qui permettra la translocation et la liaison de BRAF
a la membrane (Karoulia, Gavathiotis, et Poulikakos 2017). BRAF est ensuite phosphorylée en T599 et
S602, ce qui induit la déstabilisation des interactions hydrophobes et permet au segment d’activation
de basculer dans sa conformation active. La kinase BRAF active peut par la suite s’Thomo-dimériser ou
s’hétéro-dimériser avec d'autres membres de la famille RAF ou avec des protéines d’échafaudage telles
que la protéine d’échafaudage KSR1 « suppresseur de kinases Ras » (Figure 27A 3->5) (Weber et al.
2001). En effet, la connexion entre RAF-MEK-ERK nécessite la protéine KSR1 (un homologue de RAF
sans activité) (Figure 27B) (Morrison 2001). Une fois le signal transmis, le rétrocontréle initié par ERK
rend BRAF inactif par des éveénements de déphosphorylation des sites activés et des phosphorylations

des sites inhibiteurs (Ritt et al. 2010).

Les étapes impliquant les KSR se déroulent en paralleéle de celle de RAF. Les protéines d’échafaudage
KSR sont inactives dans le cytoplasme et forment un complexe avec MEK (Figure 27B 1). Une fois
activées, elles s’ancrent a la membrane, rendant MEK accessible a la forme BRAF activée (Figure 27B
2->3). Le rétrocontrole négatif initié par ERK, libére les KSR de la membrane (Figure 27B 4) (Lavoie et
Therrien 2015).
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Figure 27: Le cycle d’activation de RAF

A. Les étapes d’activation de RAF. B. La participation de KSR dans I'activation de MEK-ERK
Source : (Lavoie et Therrien 2015)
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1.3.2.2 ROle de BRAF dans la cellule cancéreuse

1.3.2.2.1 Les mutations de BRAF
Les mutations de BRAF existent dans 8% des cancers (Roskoski 2010). L'incidence la plus élevée de
mutations de BRAF est dans le mélanome malin (27-30%), le cancer papillaire de la thyroide (36-53%),

le cancer colorectal (15-22%) et le cancer séreux des ovaires (~30%) (Garnett et Marais 2004).

Plus de 40 mutations différentes ont été identifiées dans le géne BRAF. Ces mutations ciblent
majoritairement le domaine d’activation de la protéine (Lm, Je, et Mh 2011). La mutation la plus
fréquente (80%) du géne BRAF est la substitution 1799T> A qui induit un changement d’acide aminé
valine (V) en acide glutamique (E) dans la région d’activation de la kinase (BRAF V600E). Cela crée un
phosphomimétisme formant une protéine active en tant que monomeére. Ce mutant de BRAF possede
une activité catalytique augmentée de plus de 500 fois par rapport a la forme non mutée (sauvage)
(Wan et al. 2004; Karoulia, Gavathiotis, et Poulikakos 2017). La mutation perturbe l'interaction
hydrophobe entre le domaine régulateur et le domaine catalytique de RAF. Cela engendre une kinase

BRAF constitutivement active (Wan et al. 2004).

Les autres mutations minoritaires de BRAF sont soit des substitutions activatrices de V600 (telles que
V600K, V600D et V600R) ou des mutations faux sens non V600 (H. Davies et al. 2002). En plus de ces
mutations ponctuelles, il existe des protéines de fusion résultant de translocation du domaine

catalytique de BRAF et des délétions protéiques entrainant aussi une activation de BRAF.

Quand BRAF est mutée, elle adopte des propriétés oncogéniques et induit une suractivation de la voie
des MAPkinases indépendante des signaux extérieurs. En effet, la protéine RAF mutée ne dépend plus
de I’activation en amont de RAS (Yao et al. 2015). Cela favorise la transformation tumorale. Sachant
que les effets de la voie des MAPkinases varient en fonction du type cellulaire, I'impact de la mutation
va dépendre du cancer. Dans le mélanome, la fréquence de la mutation a suggéré une implication
importante dans le processus d’initiation tumorale. Finalement, des études ont démontré que les
mutations de BRAF contribuent a I’hyperplasie des |ésions mélanocytaires mais ne sont pas suffisantes
pour initier une tumeur. L’ajout de mutations supplémentaires induiront un mélanome (Jn et al. 2006).
A contrario, dans le CRC provenant du modele de polype festonné, la mutation de BRAF est suffisante

pour induire le processus d’initiation tumorale.

En somme, les mutations de BRAF semblent se produire dans des cancers ou I’activation de la voie

MAPK-ERK serait un avantage a |'origine d’une sélection.

Paradoxalement, il existe des mutations qui diminuent I’activité de BRAF pour MEK in vitro, tel que le

variant BRAFD594V appelé « kinase morte ». Ce variant a déja été retrouvé dans le mélanome (Heidorn
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et al. 2010). Cependant, malgré la perte d’activité de la forme BRAF mutée, la « kinase morte » peut

se lier a CRAF et sous I'effet d’'une RAS mutée, stimuler néanmoins la voie des MAPkinases.

1.3.2.2.2 Llaclassification des mutants de BRAF
Les mutants BRAF peuvent étre classés en trois familles en fonction de 1) I’activité de la kinase, 2) la
dépendance de RAS, et 3) I'état de la dimérisation. Ce classement a des implications cliniques
importantes pour la prédiction de réponse aux thérapies ciblant la dérégulation de la voie de

signalisation MAPkinases (Dankner et al. 2018) (Tableau 2).

Tableau 2: Classification des kinases BRAF mutées

CLASSE CLASSE 1 CLASSE 2 CLASSE 3
BRAF V600 (E, D, K, R)
ACTIVITE DE LA BRAF NON V600 BRAF NON V600
Kinase fortement active
KINASE Kinase inactive Kinase active
(X500 a X700)
DEPENDANCE DE RAS Indépendant Indépendant Dépendant
ETAT DE Hétérodimeres avec
Monomeres actifs Dimeres actifs
DIMERISATION CRAF et BRAF sauvage

1.3.2.3 BRAF V600E dans le CRC

1.3.2.3.1 Laclassification d’expression génique et moléculaire
D’un point de vue moléculaire, les tumeurs portant la mutation BRAF V600E sont hétérogénes, elles
proviennent d’une multitude d’altérations moléculaires. Ces tumeurs représentent 10% des CRC
sporadiques et 50% des CRC issus du modele festonné (Rajagopalan et al. 2002). Cette hétérogénéité
est visible par I'appartenance des tumeurs BRAF V600E a plusieurs classes de CMS. La majorité d’entre
elles ( >70%) sont classées dans le groupe moléculaire CMS1, 2% dans le CMS2, 5% dans le CMS3 et
17% dans le CMS4 (Barras et al. 2017). Afin de pallier cette diversité les patients atteints de CRCm sont
regroupés en 2 sous types d’expression génique et d’altérations moléculaires nommés BM1 et BM2

(Figure 28).

Le sous type BM1 est associé a une forte dérégulation de la voie de signalisation MAPkinases et des
geénes impliqués dans l'infiltration immunitaire (macrophages) ainsi qu’a une augmentation de I'EMT.

Les patients ont une survie plus faible.
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Le sous type BM2 est lui associé a des dérégulations du contrdle du cycle cellulaire. Les patients ont

un meilleur pronostic vital et sont généralement de type MSI (Barras et al. 2017).

Tous les patients CRCm-BRAF V600E CMS4 sont BM1, tandis que ceux CMS1 sont répartis entre le sous
type BM1 et BM2.
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Figure 28: Sous-type moléculaire de BRAF V600E dans le CRC

L’analyse de données de protéomique permet de définir les sous-type BM1 et BM2.Le niveau de phosphorylation
des protéines est représenté par un P. Chez les patients BM1 (a gauche) nous observons une dérégulation de la
voie PI3K / mTOR / AKT. Pour ceux BM2 (a droite) la voie du cycle cellulaire et ses points de contréles sont
dérégulées. Source : (Barras et al. 2017)

1.3.2.3.2 Pertinences cliniques de BRAF V600E dans le CRC
D’un point de vue clinique, la contribution de I’'oncogene BRAF peut varier d’un cancer a |'autre. C’'est
I’exemple du mélanome ou la mutation est associée a un bon pronostic alors que dans le CRC elle est
de trés mauvais pronostic a partir du stade Il de la classification TNM (Kopetz et al. 2015). Pour les
stades précoces la mutation de BRAF n’a pas d’incidence sur la décision thérapeutique (exérése

chirurgical) (Cohen et al. 2017).

Dans le CRC, cette mutation correspond a de nombreux facteurs cliniques tels que :
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- Le statut des microsatellites : 58% des patients sont MSI (Lochhead et al. 2013). En effet, ces
tumeurs proviennent en majorité des processus du modele festonné qui a cause d’un fort
phénotype CIMP engendre des tumeurs plus souvent MSI que MSS (Lao et Grady 2011; Fang
et al. 2014). Ces patients ont un age d’apparition de la maladie plus tardif et possedent une

trés mauvaise réponse aux traitements (Barault et al. 2008).

- Les patients porteurs sont souvent des femmes (61%) et ont plus de 70 ans (Ogino et al. 2012;

J. Wang et al. 2019).

- Le site de la tumeur est au niveau du colon droit (81%) et elle est découverte a un stade

avancé (O’Brien et al. 2008).

- Lesite métastatique est plus fréquemment le péritoine que le foie ou les poumons (Prasanna
et al. 2018). Ces patients ont une survie plus courte méme aprés I'exérése des métastases

(Yaeger et al. 2014).

- Histologiquement, ce sont généralement des tumeurs peu différenciées avec une forte

composante mucineuse (forte sécrétion de mucus) (Tran et al. 2011).

- Il est important de préciser que les patients porteurs d’'une tumeur avec la mutation BRAF
V600E et de statut MSS ont une mortalité élevée avec une survie globale (SG) diminuée (Sveen,

Kopetz, et Lothe 2020; Seppala et al. 2015).

Globalement, les CRC possédant la mutation BRAF V600E ont une faible réponse aux traitements
cytotoxiques ce qui confere aux patients une faible survie globale (Figure 29). Les raisons de cette
résistance ne sont pas encore complétement élucidées (Seligmann et al. 2017).

La mutation BRAF V600E est un facteur de mauvais pronostic. Cet oncogene est responsable d’une
survie globale plus faible en comparaison avec les patients atteints de CRC-BRAF non-muté mais aussi

avec ceux atteints de CRC avec des mutations de RAS (Yingchi Yang et al. 2018).
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Figure 29: Courbe de survie des patients CRC BRAF WT et BRAF V600E

Les patients porteurs de la mutation BRAF ont une survie 2 fois moins longue que ceux ne portant pas la mutation
Mutant : mutation BRAF V60OE ; Wildtype : absence de la mutation BRAF V600E
Source : (Tran et al. 2011).

1.3.2.3.2.1 Classification des enzymes BRAF et clinique
La mutation BRAF V600E appartient a la classe 1 des kinases (Tableau 2). Il est démontré que cette
classification correle avec les données cliniques. En effet, les mutants de classe 3 sont retrouvés dans
des tumeurs plus souvent du coté gauche, sans métastase péritonéale. Ces tumeurs conférent aussi

une meilleure survie de 44 mois au lieu de 21 mois (pour la classel) (Schirripa et al. 2019).

1.3.2.4 Thérapie pour les patients atteints de CRC avec une mutation BRAF V600E

1.3.2.4.1 Les protocoles de chimiothérapies
Les patients atteints de CRC-BRAF V600E avancé sont traités indépendamment de ces caractéristiques
cliniques et moléculaires liées a la présence de la mutation. Etant données les résistances intrinseques
connues pour les agents de chimiothérapie, ils recoivent des combinaisons de chimiothérapies plus
agressives telles que le FOLFOXIRI (5FU + acide folinique +oxaliplatine + irinotécan) associées a des anti

VEGF (Bevacizumab) ou anti EGFR (Panitumumab ou Cetuximab).

Des études démontrent que la combinaison FOLFOXIRI-Bevacizumab semble augmenter la SG. Par
exemple, I'étude de I'équipe d’A. Falcone indique que la survie des patients augmente de 11.8 mois a
24 mois (Loupakis et al. 2014). Cependant, la faible proportion des patients (15 patients) ne permet

pas la validation statistique de ces résultats.

En ce qui concerne les combinaisons avec des anti-EGFR, les études sont aussi controversées a cause
des faibles proportions de cohortes. Il est connu que I"utilisation d’anti-EGFR pour traiter des patients
porteurs de mutations de RAS n’apporte pas de bénéfice thérapeutique. C'est d’ailleurs une contre-

indication aux traitements. Ces résultats ne sont pas surprenants puisque RAS est en aval de I'EGFR,
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ce qui suggérent que l'inhibition de 'EGFR n’impacte pas le niveau d’activation de la voie en aval de la
kinase RAS mutée. Ces tumeurs sont intrinséquement résistantes a I'inhibition de I'EGFR.

BRAF est aussi en aval de I'EGFR, malgré cela des combinaisons FOLFOXIRI+ anti-EGFR ont été
proposées aux patients portant la mutation BRAF V600E. Des études ont finalement démontré un

impact négatif de ces traitements sur ces patients (Tableau 3)(Di Nicolantonio et al. 2008).

Tableau 3: Etude clinique proposant des combinaisons d'agents cytotoxiques et des anti-EGFR

Etudes Mutation = BRAF Pronostic
de BRAF SAUVAGE

Crystal (FOLFIRI £ Cetuximab) 26 277 La mutation de BRAF est un trés mauvais
patients patients pronostic (Van Cutsem et al. 2011)

Survie globale 14 mois 25 mois

PRIME (FOLFOX * Panitumumab) 24 228 La mutation de BRAF est un facteur de
patients patients pronostic négatif (Douillard et al. 2013)

Survie globale 10.5 mois = 28.3 mois

La majorité des études réalisées chez ces patients ont en tant que limite la validité statistique due au
faible nombre de patients dans les différentes cohortes. Cela explique les nombreuses controverses

sur le sujet.

Enfin, en raison du caractere agressif de leur tumeur, 60% des patients sont moins susceptibles de
recevoir un traitement de chimiothérapie de deuxiéme ligne (Seligmann et al. 2017). En effet, la survie

des patients est 4 a 6 mois aprés échec de la thérapie initiale (Kopetz et al. 2019).

1.3.2.4.2 Lesinhibiteurs de BRAF V600E
BRAF V600E est une cible thérapeutique convaincante car il n’a qu’une seule cible (en comparaison

avec RAS). De nombreuses molécules ont été créés afin d’inhiber spécifiquement I'activité de la kinase.

Dans le mélanome, |'utilisation des inhibiteurs de BRAF (iBRAF ou iBRAF V600E) en compétition pour
I’ATP ont révolutionné le traitement du mélanome métastatique (Flaherty et al. 2010). De nombreux
iBRAFs ont été testés dans des essais cliniques et validés par la FDA pour traiter le mélanome
métastatique, c’est le cas du Vemurafenib (PLX4032, Zelboraf®), du Dabrafenib, et de I’'Encorafenib
(Dummer et al. 2018). Les iBRAFs different en termes de spécificité et d’activité. En effet, le Dabrafenib
est 100 fois plus spécifique de BRAF V600E que le Vemurafenib. Cette augmentation d’affinité induit

une meilleure efficacité (Mandala et Voit 2013).




1.3.2.4.2.1 Mode d’action des molécules inhibitrices
Les iBRAFs sont spécifiques de BRAF V600E et inhibent son activité dans les cellules cancéreuses

mutées.

Structurellement, l'activation de BRAF non mutée engendre un changement de conformation
modifiant I'hélice aC (segment d’activation) qui passe de la conformation OUT a IN (Figure 30A). Cela

rend possible la catalyse et I'interaction avec MEK.

Les iBRAFs tels que le Vemurafenib et Dabrafenib se lient au site catalytique et bloque cette hélice en
une position aberrante ni IN ni OUT. La présence de ces inhibiteurs appelés aC-OUT empéche
allostériqguement la formation d’homodimeres (de BRAF liées aux inhibiteurs). Cela incite la formation
de dimeres imparfaits BRAF dont le second monomeére n’est pas inhibé (Figure 30B). Ce dimeére

imparfait peut avoir une activité catalytique.

En revanche, il existe d’autres inhibiteurs de BRAF tels que I’AZD628 ou le GDC-0879 appelés aC-IN,
qui vont se lier a BRAF V600E et bloquer I’hélice aC en position IN. Cela permet steriquement la liaison
avec un autre monomere inhibé. On a ainsi un dimére totalement inhibé (Figure 30.C) (Karoulia,

Gavathiotis, et Poulikakos 2017).

Condition

sauvage ' N

RAF inac(ive@ @ m

monomer

b aC-OUT RAF inhibitor

©)
L4 Inhibited
NB) RAF dimer

RAF inactive, E"@ @ RAF inactive, {,’@ @

monomer I monomer

Figure 30: L’inhibition de BRAF V600E par des iBRAFs

A. L’activation et la dimérisation de BRAF sauvage

B. Les inhibiteurs aC-OUT (Vemurafenib, Dabrafenib, PLX4720)
C. Les inhibiteurs aC-IN (AZ628, GDC-0879)

Source : (Karoulia, Gavathiotis, et Poulikakos 2017).
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Ainsi les iBRAFs sont classés selon la conformation dans laquelle ils stabilisent BRAF V600E en position

« aC-IN » ou ' « aC-OUT ». « aC-OUT » représente la classe la plus représentée.

Un « effet paradoxe » est observé dans les cellules tumorales non-BRAF V600E. Les iBRAFs en absence

de BRAF V600E augmentent I’activité des BRAF non mutés.

D’un point de vue cellulaire, les iBRAFs bloquent la voie des MAPkinases ce qui induit I'arrét du cycle

cellulaire en GO/G1 et engendre la mort cellulaire (Tsai et al. 2008).

1.3.2.4.2.2 lesiBRAFs etle CRC
Le Vemurafenib (PLX4032) est le premier iBRAF a avoir montré une efficacité dans le mélanome BRAF
V600E (Chapman et al. 2011). Il conféere un taux de réponse de 50% dans le mélanome contre un taux
de 5% dans le CRCm (Corcoran et al. 2015). Cette différence démontre a nouveau |’effet cancer

spécifique associé a la mutation.

Dans le mélanome, les iBRAFs offrent une amélioration de la survie globale, cependant, la majorité des
patients récidivent a cause d’une résistance acquise aprés 6-8 mois. Les résistances dans le mélanome
impliquent généralement la réactivation de la voie des MAPkinases. Afin d’y pallier, les patients sont
traités avec des molécules inhibant MEK1/2 (Trametinib et Binimetinib) couplés aux inhibiteurs de

BRAF depuis 2018 (année d’approbation de la FDA) (Roskoski 2018).

Actuellement, les iBRAFs ne sont pas utilisés pour traiter les CRCm pour cause de leur inefficacité.
Cependant, ils ont un effet prometteur dans le cancer du poumon non a petites cellules (CPNPC), et le
cancer anaplasique de la thyroide portant la mutation. Ces deux types de cancer ont fourni des taux
de réponse élevés (supérieur a 40%) a ces traitements (Hyman et al. 2015). Des études cliniques

supplémentaires seront nécessaires pour valider cette tendance.

1.3.2.5 Résistance aux iBRAFs dans le CRC

Divers mécanismes de résistance sont présentés comme spécifiques du CRC a la suite de traitement

par des iBRAFs et sont présentés ci-dessous.

1.3.2.5.1 Lesisoformes de RAS
Les lignées de mélanome acquiérent une résistance aux iBRAFs en augmentant I’expression de CRAF
(Figure 31A) (Montagut et al. 2008). Dans ce contexte, CRAF forme des hétérodimeéres avec BRAF
V600E ce qui peut conduire a I’activation de la signalisation des MEK (Dankner et al. 2018). Ce modéle

est aussi proposé dans le CRC.
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1.3.2.5.2 L’activation par rétroaction directe des TKs
L'inhibition de BRAF annule le rétrocontréle d’ERK sur I’'EGFR. L’absence d’activation de la phosphatase
CDC25 par ERK induit une suractivation de I'EGFR (Figure 25). En conséquence, les voies de
signalisation en aval de 'EGFR et passant par RAS sont aussi suractivées (Figure 24) (Prahallad et al.
2012). Les lignées cellulaires de CRC en comparaison avec celles du mélanome expriment de plus haut
niveau de I'EGFR. Cela augmente I'efficacité de cette résistance. Plus récemment, la mutation de BRAF
V600E a été décrite comme pouvant augmenter I’expression des RTKs tels que les HER1/2 permettant

I’activation de la voie des PI3K-AKT (Herr et al. 2018). (Figure 31B).

1.3.2.5.3 L’activation de la voie des PI3K/AKT ou la perte de PTEN (Phosphatase and
TENsin homolog)
’activation de la voie des PI3K/AKT par des mutations (40% des CRC sont mutés PI3K), des
suppressions d’inhibiteur (perte de PTEN) ou d’activation (par la suractivation de I'EGFR) favorise la
survie et la croissance des cellules tumorales (Parsons et al. 2005; Ahmed et al. 2010; Yuan et Cantley
2008). Dans le contexte d’un CRC, cette activation est proposée comme responsable des résistances

aux iBRAFs (Figure 31C) (Mao et al. 2013).

1.3.2.5.4 La suractivation de la voie Wnt/R catenine
Les cellules tumorales de CRC-BRAF V600E ont une forte activité de la voie Wnt/R caténine (G. Chen et
al. 2018). D’une part, le traitement par iBRAFs induit une activation de la kinase d'adhésion focale
cytoplasmique tyrosine kinase (FAK) ce qui crée une suractivation de la voie Wnt (Luu et Price 2019).
En effet, dans des modéles murins de tumorigenése induite par BRAF, la voie Wnt/R caténine favorise
la progression de I’hyperplasie intestinale vers le carcinome (Rad et al. 2013). D’autre part, ERK active

le corécepteur Wnt LRP6 ce qui permet une surexpression du proto-oncogene c-Myc. (Figure 31D)
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Figure 31: Résistance aux iBRAFs CRC

Différents mécanismes impliqués dans la résistance aux iBRAFs. A. résistance causée par l'augmentation de
I’expression de CRAF (isoforme de BRAF). B. Résistance causée par la suractivation de voie de signalisation telle
que la voie de ’EGFR. C. Résistance causée par I'activation de la voie des PI3/AKT par des mutations ayant pour
finalité une activation de la voie. D. Résistance causée par la suractivation de la voie Wnt propre a certain type
cancéreux tel que le CRC. Source O.Villeronce.

1.3.2.6 Les essais cliniques comprenant des iBRAFs dans le CRCm

Afin de pallier les résistances des iBRAFs, de nombreuses études cliniques sont congues et menées.

Elles utilisent une combinaison de thérapies ciblées et/ou de chimiothérapies.

1.3.2.6.1 iBRAF V600E et anti-EGFR
L'utilisation d’anti-EGFR en méme temps que des iBRAFs a pour but d’inhiber la suractivation de 'EGFR
précédemment présentée. Dans |’essai clinique de phase Il « BASKET » en 2015, le Vemurafenib a été

associé a du Cetuximab sur une cohorte de 122 patients atteints de CRCm-BRAF V600E. 1 patient a eu
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une réponse partielle (diminution de 30% des lésions) et 69% ont eu une maladie stable. La
combinaison a augmenté la survie sans progression de 4 mois passant de 3.7 mois a 7.1 mois (Hyman

et al. 2015).

D’autres essais avec l'association de Vemurafenib et de Panitumumab, ou Vemurafenib et I'Erlotinib
(un anti-EGFR), I'Encorafenib et Cetuximab, le Dabrafenib et le Panitumumab ont été entrepris. Ils
donnent un taux de réponse peu élevé mais en faveur des doubles combinaisons avec des taux de

réponses variant de 4 a 23% (Caputo et al. 2019).

1.3.2.6.2 iBRAF V60OE et iMEKs
Compte tenu des résultats de la combinaison des iBRAFs et iMEKs (Trametinib et Binimetinib) dans le
mélanome, il a été entrepris de réaliser des essais cliniques dans le CRCm-BRAF V600E. Cette
combinaison fournit un taux de réponse de 56% (Corcoran et al. 2015). Ces résultats semblent
encourageants. Malheureusement, les taux de réponse sont bien moins importants que ceux observés

dans le mélanome (75%) (Flaherty et al. 2012).

1.3.2.6.3 iBRAF V600E, iIMEK et anti-EGFR

Dans I'optique d’une amélioration de la prise en charge

RTK

e AntEGERmAR des patients avec CRCm-BRAF V600E, des essais cliniques
B \ SR en triple thérapies ont été réalisés (Figure 32). L’objectif
K de cette combinaison est de bloquer la résistance par

BRAF .nhnﬁ@ réactivation de la voie des MAPK menée par I'EGFR.
(ame) Trois cohortes de patients ont été traitées avec du
Proliffration Dabrafenib plus Panitumumab, ou du Panitumumab plus

and survival

Trametinib ou avec la triple combinaison (Dabrafenib

Figure 32: iBRAF V600OE, iMEK et anti-EGFR plus Trametinib plus Panitumumab). Le taux de réponse
Stratégie d’inhibition de la voie des MAPK par
triple thérapie

Adapté de (Strickler, Wu, et Bekaii-Saab 2017) progression de la maladie est passée a 9.1mois contre 4.1

de la triple thérapie est de 21% et la survie sans

mois (Corcoran et al. 2018).

En 2019, un essai similaire a été réalisé en seconde ligne sur 665 patients atteints de CRCm et ayant
subi un échec thérapeutique aprés chimiothérapie. Cet essai visait a comparer la triple combinaison
Encorafenib plus Binimetinib plus Cetuximab a une double combinaison (Cetuximab plus Encorafenib)
et a une monothérapie avec du Cetuximab ou du FOLFIRI. La SG est augmentée en faveur de la triple
thérapie de 3 mois par rapport a la monothérapie et d’1 mois par rapport a la double thérapie (Kopetz

et al. 2019). Des études sont en cours afin de proposer cette triple thérapie en lere lighe aux patients




CRCm-BRAF V600E (« Encorafenib, Binimetinib and Cetuximab in Subjects With Previously Untreated

BRAF-Mutant ColoRectal Cancer - Full Text View - ClinicalTrials.Gov » 2020)

1.3.2.6.1 iBRAF V600E, anti-EGFR, iPI3Ks
Etant donnée I'implication de la voie des PI3K-AKT dans la résistance, des essais cliniques ont combiné
I’Encorafenib (iBRAF), le Cetuximab (anti-EGFR) avec un inhibiteur de PI3K (iPI3Ks) I’Alpelisib. L’ajout
de I’Alpelisib a la double combinaison Encorafenib plus Cetuximab ne confere pas de bénéfice de survie

(Tabernero et al. 2016).

En somme, les taux de réponse obtenus avec des combinaisons de thérapies ciblées sont relativement

inférieurs a ceux obtenus dans le mélanome en monothérapie. C'est encore une preuve du caractere

organe dépendant de I'impact de la mutation. De plus, cela démontre la nécessité de poursuivre la

caractérisation de ces cellules tumorales BRAF V600E afin de proposer des traitements plus efficaces.

1.3.2.6.2 Autres cibles thérapeutiques
D’autres cibles potentielles sont aussi envisagée telles que l'inhibition de la voie Wnt / B-caténine,
d’HER2 ou d’ERK. L'immunothérapie est aussi une piste possible. En effet, cette stratégie fournit des
résultats encourageants dans le CRC-MSI (Overman et al. 2018). Malheureusement, I’essai initial de ce
traitement n’a pas inclus de CRC-MSI-BRAF V600E. Mais sachant que les tumeurs de sous type BM1
ont un fort profil immunitaire, ce traitement pourrait avoir un impact sur les patients atteints de CRC-

MSI-BRAF V600E.

82



83



2 HYPOTHESE ET OBJECTIF

La mutation BRAF V600E est présente dans 5 a 15% des cancers colorectaux ce qui entraine la
production d’une protéine mutée constitutivement active, et qui posséde une activité catalytique
jusqu’a 500 fois supérieure a la protéine normale. Cette activité anormalement élevée conduit a une
activation accrue de la voie des MAPkinases ce qui induit une augmentation de la survie, la
prolifération ainsi que de la résistance aux traitements des cellules tumorales. De plus, la mutation est
associée a un profil métastatique précoce et une survie des patients drastiquement plus courte peu
importe le traitement proposé (chimiothérapie * thérapie ciblée). Par conséquent, les patients
porteurs d’'un CRC avec une mutation BRAF V600E ont un trés mauvais pronostic puisqu’ils sont

réfractaires a toutes les thérapies conventionnelles actuelles.

Nous savons que les cellules souches cancéreuses (CSC) possedent différentes caractéristiques dont
I'autorenouvellement, la capacité a former des tumeurs (tumorigénicité), des métastases et sont

résistantes aux thérapies conventionnelles.

Dans ce contexte, nous avons postulé que la mutation BRAF V600E pourrait promouvoir la population
de cellules souches cancéreuses. Il en résulterait une augmentation des capacités des résistance et

d’initiation métastatique responsable du médiocre pronostic clinique des patients.

L’objectif du projet est donc d’étudier les caractéristiques des CSC dans le contexte d’'un CRC en

modulant I'activité et I'expression de la protéine kinase mutée BRAF V600E.
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3 RESULTATS

« Il ne faut pas attendre d’étre parfait pour
commencer quelque chose de bien. »

~ Abbé Pierre
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Dans cette partie, nous avons décidé de présenter les résultats majeurs afin de mieux exposer les
principaux messages du projet. Des résultats complémentaires seront présentés dans la partie
discussion. Ces résultats sont majoritairement préliminaires, et participeront aux figures
supplémentaires ou a un papier ultérieur.

La mutation BRAF V600E corréle avec un fort pourcentage de CSC dans le CRC.

La premiére partie de mon travail a consisté a réunir des évidences qu’il existait une corrélation
significativement différente entre la présence de la mutation BRAF V600E dans les tumeurs du célon et du
rectum et une forte proportion de cellules souches cancéreuses. Nous avons dans un premier temps
activement participé a la constitution d’une petite cohorte de tumeurs (59 patients au total) portant soit la
forme mutées BRAF V600E soit la forme sauvage (BRAF"') (19 patients porteurs de la mutation BRAV600E
et 40 patients au statut BRAF"Y). Ce travail a été réalisé avec I'aide précieuse de Florence Boissiére et
Evelyne Crapez de I’'Unité de Recherche Translationnelle (URT) de I'institut du cancer de Montpellier (ICM).
La validation des anticorps dirigés contre les deux marqueurs de CSC, CD44v6 et CD26, a été réalisée avec
les mémes standards que ceux prérequis pour la clinique. Suite au marquage de l'intégralité des lames de
tumeurs de la cohorte avec les deux anticorps, une quantification de celui-ci a été réalisée en double
aveugle. Pour les deux anticorps le marquage est significativement supérieur dans les tumeurs du CRC
portant une mutation BRAF V600E que dans les tumeurs portant une forme sauvage du géne BRAF (Figure
33A). Il ne nous a malheureusement pas été possible de valider ces résultats avec I'anticorps dirigé pour
I'isoforme ALDH1A1 car celui-ci n’a pas été validé au préalable. Nous avons ensuite utilisé la banque de
lignées cellulaires établies au laboratoire a partir de tumeurs du cbélon, de métastases hépatiques et de
cellules tumorales circulantes en parallele avec quelques lignées commerciales de I’ATCC. Sur ces modeéles,
avons quantifié par cytométrie en flux la proportion de cellules exprimant CD44v6 et CD26 ainsi que celles
présentant une activité aldehyde deshydrogénase importante (Aldefluor). Une fois de plus les lignées de
CRC portant une mutation BRAF V600E présentaient un pourcentage de cellules positives pour ces 3
marqueurs de CSC supérieur aux cellules tumorales portant la forme sauvage de BRAF (Figure 33B). Ensuite,
sachant que les CSC sont des cellules munies de tout un arsenal leur permettant de plus résister aux
thérapies conventionnelles que les cellules tumorales non-CSC, nous avons d’une part comparé I'IC50 de
nombreuses lignées de cellules de CRC pour une combinaison de chimiothérapies communément donnée
aux patients, le FIRI (5FU et irinotecan) en fonction de leur statut mutationnel sur le géne BRAF. D’autre
part, sur les mémes cellules nous avons comparé le niveau d’expression de genes directement impliqués
dans la résistance aux traitements. Les figures 33C et 33D démontrent que les lignées de CRC qui portent
la mutation BRAF V600E sont plus résistantes au FIRI et que ceci s’explique notamment par une expression

plus importante des génes impliqués dans la résistance aux chimiothérapies.
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Figure 33: La mutation BRAF V600E corréle avec un fort phénotype de CSC

A. Marquages en immunohistochimie avec les anticorps anti CD44v6 et CD26 sur des lames de patients et analyses statistiques
des résultats (test U de Mann). La cohorte est de 59 patients (19 tumeurs BRAF V600E et 40 BRAF WT). B. Expression des
marqueurs de CSC (CD44v6, CD26, forte activité de I’ALDH) dans des lignées de CRC (BRAF WT : CPP24, CPP25, CPP44, CPP15,
CPP30, CPP45, T84, SW620 ; BRAF V600E : CTC41, CTC44, CTC45, CSC4, et HT29). Analyse statistique : Unpaired t test n>4. Les
résultats sont exprimés en moyenne + SEM. C. IC50 des lignées de CRC pour le FIRI (5FU+SN38). Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM. D. Expression relative des ARNm codant pour des protéines impliquées dans la résistance aux chimiothérapies
(UGT1A/1, ABCG2). L'expression des ARNm est exprimée par rapport au niveau moyen d’expression de toutes les lignées
cellulaires. Les résultats sont exprimés en moyenne *+ SEM, n> 3, I'analyse statistique a été réalisée par le test U de Mann ——
Whitney.



L'introduction de la forme BRAF V600E dans des lignées cellulaires portant la forme sauvage

promeut une augmentation d’un phénotype de CSC.

Afin de distinguer entre la simple corrélation et la véritable relation de cause a effet entre la mutation
BRAF V600E et le phénotype de CSC nous avons introduit la forme mutée de BRAF V600E dans un contexte
ou seule la forme sauvage de BRAF était exprimée. Afin de s’affranchir d’un effet d(i a une surexpression
de BRAF (sauvage ou muté) nous avons en paralléle généré une lignée dans laquelle la forme sauvage de
BRAF était introduite. Cette lignée constituera notre controle idéal pour la suite des expériences. Les figures
34A et 34B montrent par Western Blot que la version mutée BRAF V600E est bien introduite dans le modeéle
généré et grace a une approche de FRET, que la phosphorylation de MEK est comparable a celle des lignées

cellulaires présentant la mutation BRAF V60OE de maniére endogene.
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Figure 34 : Validation de la surexpression (OE) de BRAF V600E dans une lignée BRAF WT.

A. Western blot de BRAF V60OE des lignées de CRC : CRC1pBABE (lignée BRAF WT, infection virus plasmide vide),
CRC1 BRAF WT (surexpression de la forme BRAF WT), CRC1 BRAF V600E (surexpression de BRAF V600E). HT29
lignée possédant la mutation BRAF V600E. B. Analyse de transfert d’énergie par résonnance de fluorescence
(FRET) du niveau d’activité de MEK1/2 (kinases en aval de BRAF). En contréle d’activité nous avons comparé les
lignées présentant la mutation BRAF V60OE : HT29, CTC45, et CSC4. Analyse statistique : Unpaired t test n=5 (sauf
CTC45, CSC4, HT29 n=2). Les résultats sont exprimés en moyenne * DS. OE = overexpression qui est la traduction
du mot surexpression en anglais.
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La figure 35A indique que l'introduction de la forme sauvage de BRAF n’a aucune incidence ni sur
I’expression du marqueur CD26 (marqueur de CSC) ni sur I’activité enzymatique déshydrogénase ALDH alors
que la forme mutée les augmente significativement. Par ailleurs d’'un point de vue fonctionnel, seule
I'introduction de la forme mutée de BRAF promeut la capacité des cellules a former des sphéres ce qui
suggere une augmentation du phénotype de CSC (Figure 35B et 35C). Puisque I'expérience de référence
pour démontrer fonctionnellement que le potentiel de CSC a été augmenté suite a I'introduction de la
forme mutée de BRAF est de challenger les capacités d’initiation tumorale des cellules in vivo. Les cellules
comportant les différentes constructions ont été injectées en dilution limite (50, 500 et 5000 cellules) en
sous cutanée dans des souris nude et le suivi d’initiation tumoral est en cours de réalisation. Par la suite,
pour tester I'impact de cette mutation sur I'autorenouvelement des CSC une seconde injection des cellules

tumorales de la premiére série de souris sera réalisée.
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Figure 35 : Augmentation du phénotype de CSC apreés ajout de la forme BRAF V600E dans une lignée BRAF WT.

A. Expression des marqueurs de CSC (activité de I'’ALDH, expression de CD26 dans les lignées CRC1 CTRL, CRC1 BRAF WT
(surexprimée), CRC1 BRAF V600E. n=5). Les résultats sont exprimés en moyenne * SD, analyse statistique : Unpaired t test. Les
résultats sont relativisés par rapport au CTRL. B. Photos de spheres aprés 7 jours de culture en suspension. OE= surexpression.
C. Capacité a former des sphéres (SFC). Les résultats sont exprimés en moyenne + SD, analyse statistique : Unpaired t test et
relativisés par rapport au CTRL (OE BRAF WT) n=4
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Afin de poursuivre la caractérisation des cellules de CRC portant une protéine BRAF mutée nous avons
ensuite comparé leurs capacités invasives grace a un test en chambre de Boyden. Les figures 36A et 36B
démontrent clairement que la surexpression de la forme sauvage de BRAF augmente I'invasion des cellules
tumorales et que cet effet est potentialisé lorsqu’il s’agit de la forme mutée. Des expériences d’injection

intrasplénique sont prévues afin de valider cette observation.

Cell invasion
(RATIO compared to OE BRAFWT CTRL)

T OE BRAF VG00E
OE BRAF™' invaded cell invaded cells

OE BRAFVB00E

Figure 36 : L’ajout de BRAF V600E augmente les capacités d’invasion cellulaire.

A. Test d’invasion en chambres de Boyden : photos des cellules marquées avec de la calcéine aprés 48h. B. Quantification

des cellules possédant des capacités d’invasion. Les résultats sont exprimés en moyenne * SD, analyse statistique :

Unpaired t test et relativisés par rapport au CTRL (OE BRAF WT) n=4

91



L’inhibition pharmacologique ou génétique de la forme mutée BRAF V600E augmente le phénotype de

CsC

Afin de continuer a comprendre la relation de cause a effet de la mutation BRAF V600E et du
phénotype de CSC, nous avons étudié I'impact de deux inhibiteurs spécifiques de BRAF V600E (iBRAF V600E,
Figure 37A) sur les propriétés de CSC. Dans un premier temps nous avons vérifié par FRET que la
phosphorylation de MEK, rendant compte de I’activité de BRAF, était bien inhibée de 50% en présence des
inhibiteurs spécifiques de BRAF V600E (Figure 37B).
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Figure 37: Validation de l'inhibition de BRAF V600E avec des iBRAF V600E

A. Schéma de la voie des MAPK et de I'inhibition pharmacologique de BRAF V60OE. B. Analyse par FRET de I'activité de MEK1/2
(phosphoMEK1/2) aprés 72h de traitement avec des iBRAF V60OE (Dabrafenib, Vemurafenib, PLX4720). n>2 Les résultats sont
exprimés en moyenne * SEM, analyse statistique : Unpaired t test.

De facon surprenante, I'inhibition pharmacologique de BRAF V600E augmente également |'activité
aldéhyde déshydrogénase et I’expression de CD26 qui sont deux marqueurs des CSC (Figure 38A). Les 2
inhibiteurs initialement utilisés en clinique (Dabrafenib et Vemurafenib) induisent également une
augmentation de la capacité des cellules tumorales de CRC a former des sphéres (Figures 38B et 38C). Nous
avons ensuite injecté des dilutions limite (50, 500 et 5000) de cellules tumorales de CRC (HT29) avec une
mutation BRAF V600E, apres traitement de 72 heures au Dabrafenib. Alors qu’aucune différence de prise
tumorale n’a été quantifiée lors de la premiére série d’injections, lorsque les premiéres tumeurs (du groupe
de 500 cellules) ont été dissociées et injectées de nouveau dans d’autres souris ; les souris injectées avec
500 cellules issues des tumeurs provenant de cellules traitées au Dabrafenib ont développé des tumeurs

beaucoup plus rapidement (Figure 38D), soit une dizaine de jours avant celles CTRL (non traitées). De plus,




50 jours apres l'injection du deuxiéme groupe de souris, 3 souris sur 5 du groupe contréle n’avaient pas

développé de tumeurs. Dans les deux conditions les groupes de 50 cellules n’ont pas formé de tumeurs.
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Figure 38 : L'inhibition pharmacologique de BRAF V600E augmente le phénotype de CSC.

A. Activité de ’ALDH et expression de CD26 des lignées portant la mutation BRAF VV600E (CTC45, CSC4, HT29) apres 72h de
traitement avec du Vemurafenib et du Dabrafenib. Les lignées expriment fortement les marqueurs de CSC ce qui rend moins
visible I'augmentation induite par le traitement. Par exemple, la lignée CSC4 en condition CTRL exprime a 100% le marqueur
CD26, apreés traitement le niveau d’expression du marqueur est inchangé. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM,
analyse statistique : Unpaired t test. Les résultats ont été relativisés par rapport au CTRL non traité (DMSO) n>3. B. Photos de
spheres apreés 7 jours de culture en suspension pour les lignées CTC45 et HT29 en condition CTRL ou apreés traitement avec du
Vemurafenib ou Dabrafenib. La lignée CSC4 survie en culture en suspension mais ne forment pas de sphéres quantifiables. C.
Capacité a former des sphéres (SFC). Les résultats sont exprimés en moyenne * SD, analyse statistique : Unpaired t test. Les
résultats ont été relativisés par rapport au CTRL non traité (DMSO) n>4. D. Courbe d’apparition des tumeurs dans des souris
nudes. Réinjection de cellules apres dissociation des tumeurs de la premiére injection du groupe de 500 cellules. Pour cette
seconde injection les dilutions étaient de 500 et 50 cellules. Les conditions de 50 cellules injectées (contréle ou traités
Dabrafenib) n’ont pas formé de tumeur.

Enfin le traitement avec le Dabrafenib des cellules tumorales portant une mutation BRAF V600E induit

une augmentation de leurs capacités invasives (figure 39 A et B).
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Figure 39 : Augmentation des capacités d’invasion apreés traitement par du Dabrafenib pour la lignée CTC45

A. Invasion en chambre de Boyden : photos des cellules marquées avec de la calcéine aprés 48h aprés la fin du traitement. B.
Quantification des cellules aux capacités d’invasion). Les résultats sont exprimés en moyenne + SD, analyse statistique :
Unpaired t test. Les résultats ont été relativisés par rapport au CTRL non traité (DMSO) n=3.

Les stratégies thérapeutiques récentes dans le CRC proposent une trithérapie visant 3 acteurs clés de
la voie des MAPkinases : le récepteur EGFR, MEK et BRAF V600E en utilisant le Cetuximab, le Binimetinib et
I’Encorafenib respectivement. Nous avons testé cette combinaison de thérapies ciblées sur le potentiel des
CSC. Une fois de plus cette trithérapie augmente non seulement les marqueurs de CSC (CD26 et ALDH) mais
aussi la capacité des cellules a former des sphéres sur des cellules de CRC portant la mutation BRAF V600E

(figures 40A-C).
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Figure 40 : La triple inhibition de 'EGFR, BRAF et MEK avec du Cetuximab, de I’Encorafenib et du
Binimetinib augmente le phénotype de CSC.

A. Quantification des marqueurs de CSC (Forte activité de I’ALDH et expression de CD26) des lignées portant la
mutation BRAF V600E (CTC45 et HT29) aprés 72h de traitement avec la triple combinaison (Cetuximab 50ug/ml ;
Binimetinib 15nM ; Encorafenib 15nM). Les résultats sont relativisés par rapport au contréle non traité. n=5 ; Les
résultats sont exprimés en moyenne + SD, analyse statistique : Multiple T test. B. Photos de sphéres apres 7 jours
de culture en suspension pour les lignées CTC45 et HT29 en condition CTRL ou apres traitement (triple
combinaison). C. Capacité a former des sphéres (SFC). Les résultats sont exprimés en moyenne + SD, analyse
statistique : Unpaired t test. Les résultats ont été relativisés par rapport au CTRL non traité (DMSO) n=4.

Afin de s’affranchir de la possibilité d’un effet aspécifique de ces différents inhibiteurs
pharmacologiques de la forme mutée BRAF V600E, nous avons inhibé spécifiquement la forme mutée de
BRAF par une approche de siRNA. L'inhibition spécifique de I’expression de la forme mutée de la protéine
BRAF V600E a été validée par Western Blot (figure 41A) et I'impact de cette inhibition sur la phosphorylation
de MEK a été confirmé par FRET (Figure 41B). Les figures 41C a 41E confirment ce que nous avions observé
avec les inhibiteurs pharmacologiques sur I'impact de I'inhibition de cette mutation sur I'augmentation du

phénotype de CSC.
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Figure 41 : L'inhibition spécifique de BRAF V600E promeut aussi le phénotype de CSC.

A. Western Blot de BRAF V600E et BRAF WT aprés 72h de traitement avec un siBRAF V60OE des lignées CTC45 et
HT29 qui présentent la mutation BRAF V600E. n=2 B. Analyse par FRET de I'activité de MEK1/2 (phosphoMEK1/2)
aprés 72h de traitement avec un siBRAF V600E ou un iBRAF V60OE (Vemurafenib) des lignées CTC45, CSC4, et HT29 ;
n=2. Figure représentative. C. Expression des marqueurs de CSC apres 72h de traitement avec un siBRAF V60OE des
lignées CTC45, CSC4 et HT29. Les résultats sont exprimés en moyenne + SD, analyse statistique : Unpaired T test ;
n>5. D. Photos de spheéres aprés 7 jours de culture en suspension des lignées CTC45 et HT29. E. Capacité a former
des sphéres (SFC). Les résultats ont été relativisés par rapport au siCTRL; n=3. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SD, analyse statistique : Unpaired T test.
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L’activation de la kinase Src serait responsable de I’exacerbation du phénotype CSC en réponse au

traitement avec le Dabrafenib

Afin d’élucider le mécanisme moléculaire sous-jacent a I’activation du phénotype de CSC en réponse
au Dabrafenib, une étude de phosphoprotéomique suite au traitement de 2 lignées de CRC mutées sur
BRAF a été entreprise en utilisant la technologie Pamgene. Cette technologie détecte I'activité des kinases
dans des lysats cellulaires en mesurant la phosphorylation de peptides spécifiques. Des analyses
statistiques permettent de fournir une liste des Kinases présentant des fortes modifications d’activité en
réponse au Dabrafenib. L'analyse quantitative des peptides phosphorylés communément dans les deux
lignées en réponse au Dabrafenib suggere fortement un rétrocontrole induit par une activation de la kinase
Src (figures 42A et 42B). Des études sont en cours afin de validation pour cette activation d’une part et
d’autre part pour bloquer ce rétrocontrole en cotraitant les cellules avec le Dabrafenib et un inhibiteur

spécifique de la kinase Src (Bosutinib ou Saracatinib).
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Figure 42 : L’analyse des peptides phosphorylés suggérent une augmentation d’activité de la voie de
signalisation Src

A. Diagramme de Venn des kinases suractivées par le Dabrafenib pour les lignées CTC45 et HT29. Les kinases en commun sont
regroupées dans le tableau et classées en fonction de leur voie de signalisation. B. Diagramme de Venn des voies de
signalisation :la voie des SRC est tres active dans les deux lignées apres traitements avec du Dabrafenib. D’autres voies de
signalisation sont présentes avec une moindre augmentation telles que la voie ALK et InsR.
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4 DISCUSSION

Dans ce travail de these, nous avons démontré en premier lieu que dans le cancer colorectal (CRC), la
mutation BRAF V600E pouvait promouvoir le phénotype de cellules souches cancéreuses (CSC). En
effet, la population de CSC est fortement représentée dans les lignées portant la mutation, ce qui
suggere une relation entre la voie de signalisation des MAPkinases et la population des CSC. Par la
suite, nous avons observé que les stratégies de combinaisons d’inhibiteurs de la voie des MAPkinases
qui semblent étre prometteuses pour les patients n’‘impactent pas le phénotype fort de CSC dans le
CRC (Figure 43). Ainsi, nous nous attendons a des récidives des patients traités. Pour finir, nous
proposons que la signalisation de la famille des kinases SRC soit activement impliquée dans les

processus de résistance du CRC aux inhibiteurs de BRAF V600E.

Inhibition Surexpression
pharmacologigue de BRAF V600E
(EGFR +/- BRAFV600E +/-
MEK)
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- Augmentation de I'agressivité tumorale et le risque de récidive

Figure 43: Figure bilan : la mutation BRAF V600E dans le CRC

L’inhibition et la surexpression de BRAF V60OE dans le CRC a pour effet d’augmenter le phénotype de CSC dans
les cellules tumorale du c6lon. La modulation de I'activité de voies de signalisation est activement impliquée
dans I'augmentation de I'agressivité tumorale et le risque de récidive aprés traitement. Source : O.Villeronce

La mutation BRAF V600E et le phénotype de CSC : de nombreuses études ont étudié le role de BRAF
V600E en tant qu’oncogene dans de nombreux cancers y compris dans le CRC. Mais peu d’entre elles
ont décrit une caractérisation des cellules tumorales du célon portant une mutation BRAF V600E et
notamment un lien avec les CSC. Par exemple, I'étude de I’équipe de Pintzas démontre que |'ajout de
BRAF V600E par transfection de plasmide dans une lignée de CRC (Caco-2) est suffisant pour

augmenter la capacité d’initiation tumorale des cellules (Oikonomou et al. 2009). Dans ce papier,
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I’ajout de BRAF V600E a aussi provoqué des altérations du cycle cellulaire, rendant la multiplication
cellulaire plus rapide. De plus, cette insertion a induit la diminution de I'expression des genes de
réparation a I’ADN ce qui a modifié le profil moléculaire des cellules de MSS a MSI. Une autre étude,
sur la méme lignée cellulaire a démontré que I'ajout ectopique de BRAF V600E par transfection
améliore les capacités de migration et d’invasion des cellules (Herr et al. 2015). De plus, dans le modeéle
d’organoides sain, l'induction de BRAF V600E engendre une dysplasie tissulaire et une
dédifférenciation cellulaire de type foetal (Reischmann et al. 2020). Ces études confortent I'ensemble
de nos résultats démontrant que la mutation BRAF V600E promouvrait le phénotype de CSC. Des
analyses supplémentaires sont nécessaires afin d’étudier d’autres caractéristiques des CSC telles que
la chimiorésistance et la capacité d’initiation tumorale. Nous avons traité des cellules surexprimant la
forme BRAF sauvage ou la forme mutée BRAF V600E avec du FIRI (combinaison de chimiothérapies
fréquemment administré dans le CRC, 5FU+irinotecan) (Figure 44A). De fagon surprenante, dans ce
modele, I'ajout de BRAF V600E semble augmenter la sensibilité des cellules aux FIRI alors que les
tumeurs portant la mutation sont tres résistantes a tous les traitements (Seligmann et al. 2017). Afin
de comprendre ce résultat nous avons émis deux hypothéses :

La premiére hypothese est que les cellules ayant subi I'insertion ectopique de BRAF V600E arrétent
leur prolifération cellulaire en présence d’agents de chimiothérapie. Elles seraient bloquées dans la
phase de réplication de I’ADN du cycle cellulaire afin de pouvoir réparer les dommages induits par le
SN38 (métabolite actif de I'irinotécan). Ainsi lors de I’analyse du test de toxicité cellulaire, il y a moins
de cellules vivantes au bout de 72h lors de I'ajout de la protéine mutée.

A I'inverse, la seconde hypothése est que I'ajout de BRAF V600E augmente la prolifération cellulaire
rendant ces cellules plus sensibles aux agents cytotoxiques. En effet, en absence d’un fond génétique
permissif a la survie avec des altérations importantes, les cellules finissent par mourir. Nous savons
que la cancérogenése médiée par BRAF V600E implique la mutation des genes de réparation a I’ADN
et des suppresseurs de tumeurs. Ces mutations garantissent la survie de cellules qui ont souvent une
forte instabilité génétique. Toutes ces caractéristiques jouent probablement un réle dans la sensibilité
des cellules aux thérapies. Ces deux pistes sont a approfondir avec d’autres lignées cellulaires ainsi
gu’avec des expériences de quantification de la prolifération, des analyses de cycle cellulaire et du
statut mutationnel des lignées. La figure 44B démontre que l'insertion de BRAF V600E augmente la

viabilité des cellules, ce qui laisserait supposer une augmentation de la prolifération cellulaire.
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Figure 44: L'ajout de BRAF V600E sensibilise la lignée au FIRI (5 FU+ SN38)

A. IC50 de la lignée CRC1 surexprimant BRAF V600E pour le FIRI (5FU+SN38). Les résultats ont été relativisés par
rapport au contréle (Lignée surexprimant BRAF WT = OE BRAF WT) ; n=3. Les résultats sont exprimés en moyenne
+ SD, analyse statistique : Unpaired T test. B. Viabilité cellulaire des lignées OE BRAF WT et OE BRAF V600E. Les
mesures sont réalisées toutes les 24 heures pendant 96 heures. Les résultats ont été relativisés a 24h ; n=6. Les
résultats sont exprimés en moyenne + SEM, analyse statistique : Unpaired T test.

La monothérapie ciblant BRAF V600E : |'impact de I'inhibition de BRAF V600E, dans la littérature,
fournit des résultats discordants.

Par exemple, I'équipe de Brummer en 2015 réalise des expériences d’inhibition (Knock out) inductible
et pharmacologique de BRAF V60O0E sur des lignées de CRC mutées de statut MSS : HT29 et COLO 205.
L’équipe propose que le ciblage de BRAF V600E avec des agents pharmacologiques (PLX4720,
Vemurafenib, and Dabrafenib) ou par inhibition transcriptionnelle (shARN) diminue fortement

I’activation de MEK-ERK ce qui réduit la motilité cellulaire (Herr et al. 2015). L'interprétation finale est

que ces lignées cellulaires sont sensibles au ciblage de BRAF V600E. En réalité, les résultats different

en fonction de la lignée, I'expression des protéines de jonction cellulaire impliquées dans le phénotype
de migration est augmentée pour HT29 et diminuée pour les COLO 205. Cela signifie que les COLO 205
ont un phénotype moins épithélial, plus mésenchymateux ; elles sont donc plus enclines a migrer. Des
expériences supplémentaires sur d’autres lignées cellulaires sont nécessaires afin de conclure.

L’équipe de Kopetz, publie des résultats suggérant la résistance des cellules cancéreuses de CRC aux

inhibiteurs de BRAF V600E (iBRAF V600E) (Mao et al. 2013). Premiérement, elle démontre que les
lignées cellulaires de CRC ont une voie des MAPK-ERK plus active que celles de mélanomes. Cependant,
I"activation de MEK-ERK est moins importante. Cela suppose que BRAF V600E a un moins fort pouvoir
d’activation de MEK dans le CRC que dans le mélanome. C’est aussi une raison pour laquelle les iBRAFs

ont moins d’effet dans le CRC que dans le mélanome. Ensuite, I'équipe démontre que I'inhibition
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pharmacologique de BRAF V600E avec PLX4720 (iBRAF V600E) dans le CRC est efficace mais que les

mutations activatrices de la voie des PI3K/AKT induisent une résistance.

Pour finir, en 2020, I'équipe de Balaguer démontre que le Dabrafenib (inhibiteur de BRAV60OE utilisé
en combinaison dans le CRC) est un fort agoniste de PXR (pregnane X receptor) (Creusot et al. 2020).
PXR est un récepteur nucléaire orphelin qui régule le métabolisme des xénobiotiques (molécules
d’origine étrangere a I'organisme) dans le foie. Les membres de mon équipe ont démontré qu’il est
particulierement impliqué dans les résistances a l'irinotécan dans le CRC (Raynal et al. 2010). Plus
récemment, ils ont également montré que PXR avait une activité exacerbée dans la population des CSC
et qu’il était largement impliqué dans la résistance aux traitements (Planque et al. 2016). La forte

activation de PXR par le Dabrafenib aurait un impact sur la résistance des cellules a ce traitement. C’est

une piste que nous allons envisager avec des analyses des niveaux d’activité de PXR dans plusieurs
lignées mutées BRAF V600E et sauvage en absence et en présence du Dabrafenib. Puis nous allons
étudier la résistance des cellules cancéreuses a des iBRAF V600E n’activant pas PXR (inhibiteurs
obtenus grace a une collaboration avec I'équipe de Gilles Labesse, CBS2).

De plus, il faut souligner que I'activation de PXR par le Dabrafenib a une forte importance clinique, en
effet, cela peut impacter négativement la métabolisation d’autres molécules, dont celles fournies en
combinaison. Ces molécules seraient plus rapidement dégradées, et auraient un effet amoindri. Les
combinaisons en essai clinique associant le Dabrafenib ont des taux de réponses (proportion de
patients avec une réduction objective de la tumeur) généralement plus faibles (en comparaison avec

d’autres combinaisons) (Tableau 4).

Tableau 4: Taux de réponse des combinaisons incluant le Dabrafenib dans le CRC

Combinaisons Taux de réponse
Inhibiteur de RAF+ Inhibiteur de MEK : .
Dabrafenib + Trametinib (Corcoran et al. 2015) 12%
Inhibiteur de RAF+ inhibiteur de MEK+anti-EGFR 519
6

Dabrafenib + Trametinib + Panitumumab (Corcoran et al. 2018)

A tous ces travaux s’ajoutent les résultats d’études cliniques qui démontrent une résistance innée

(absence de réponse aux traitements) ou « mixte » (réponse courte aux traitements) des patients avec

un CRC. La résistance dite « mixte » est issue de mécanismes cellulaires mis en place sur des temps

plus longs (Hyman et al. 2015; Gomez-Roca et al. 2014).
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Tous ces résultats démontrent que les mécanismes de résistance aux iBRAFs ne sont pas encore bien
définis. Des études supplémentaires sur un plus grand nombre de modeéles cellulaires fourniront des

éléments de compréhension supplémentaires.

Face a la résistance démontrée aux iBRAF V600E, |'équipe de Bernards propose que la résistance aux
IBRAF V60O0E soit due a une surexpression de 'EGFR et a la suractivation en aval de la voie des PI3K-

AKT (mécanisme détaillé 1.3.2.5.2 "activation par rétroaction directe des TKs) (Prahallad et al. 2012).

L’équipe suggere que I'utilisation des iBRAFs et d’inhibiteurs de I'EGFR pourrait sensibiliser les cellules
aux traitements. Nous avons expérimenté cette combinaison et avons découvert qu’aprés seulement
qguelques jours (72h) la double inhibition n’a pas plus d’effet sur la population de CSC que la simple
inhibition (Figure 45A-C). Malgré I'inhibition de I'EGFR les CSC restent résistantes aux iBRAFs. En effet,
les expériences de I'équipe de Bernards sont réalisées sur des temps trés courts soit 6h apres le
traitement et les effets observés sont rapidement perdus. Cela dit, leurs résultats furent a I'origine
d’études et d’essais cliniques combinant des iBRAFs a des anti-EGFR. Différentes combinaisons ont été
proposées (Cetuximab plus le Vemurafenib, ou Dabrafenib plus le Panitumumab (anti-EGFR)), ainsi que
des composés tel que le (BGB-283) qui est un composé benzoimidazole tricyclique fusionné capable

d’inhiber simultanément BRAF et I'EGFR (Tang et al. 2015).

Malheureusement la double combinaison confere des taux de réponse faibles (inférieur a 30%)

(Caputo et al. 2019). D’autres études concluent que la double inhibition (IBRAFs et anti-EGFR) a bien
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un effet sur la voie des MAPK mais avec un degré beaucoup moins important que ceux obtenus par

monothérapie dans le mélanome (Corcoran et al. 2015).
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Figure 45: La double thérapie Vemurafenib et Cetuximab ne diminue pas |'expression des
marqueurs de CSC

A. Quantification des marqueurs de CSC (Forte activité de I’ALDH et expression de CD26) des lignées portant la
mutation BRAF V600E (CTC45 et HT29) aprés 72h de traitement avec la double combinaison (Vemurafenib 1uM
et Cetuximab 50ug/ml). Les résultats sont relativisés par rapport au contréle non traité. n>3 ; Les résultats sont
exprimés en moyenne * SD, analyse statistique : Multiple T test. B. Photos de sphéres apreés 7 jours de culture en
suspension pour les lignées CTC45 et HT29 en condition CTRL ou apreés traitement (double combinaison). C.
Capacité a former des sphéres (SFC). Les résultats sont exprimés en moyenne * SD, analyse statistique : Unpaired
t test. Les résultats ont été relativisés par rapport au CTRL non traité (DMSO) n=3 (n=1 pour HT29).

Résultats préliminaires relativisés par rapport au contréle non traité n=3. Lignée cellulaire CTC45(BRAF V600E).

Le statut MSI dans le CRC-BRAF V600E : nous avons aussi étudié le phénotype de CSC dans une lignée
BRAF V600E de statut MSI, les cellules RKO. Ce sous-type est associé a une bien meilleure survie (plus
de 70%) a 5 ans (Samowitz et al. 2005). La stratégie thérapeutique des patients atteints de CRC-MSI-
BRAF V600E est I'immunothérapie (Liévre et al. 2020). En effet, ce sous type est classé CMS1 dans la

classification moléculaire (Smeby et al. 2018). Ce groupe est associé a une forte infiltration immunitaire
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et a des bons taux de réponse aux traitements (>50%) indépendamment du profil mutationnel de BRAF
(Overman et al. 2018).

L'inhibition pharmacologique de la lignée RKO (BRAF V600E-MSI) semble effectivement diminuer la
population de CSC (Figure 46). Il nous faudra par la suite, déterminer les mécanismes responsables qui

peuvent étre la différenciation des CSC ou la mort cellulaire.
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BRAF V600E et la classification moléculaire : La mutation BRAF V600E est généralement retrouvée
dans 2 classes moléculaires du CMS : CMS1 (MSI, immunitaire) et CMS4 (mésenchymateux/phénotype
souche) (Barras et al. 2017). Les tumeurs CRC-BRAF V600E-MSI appartiennent en majorité a la classe
CMSL1. Celles de statut MSS sont plus associées a la classe CMS4, elles ont donc une forte signature de
cellules souches. De plus, les tumeurs CRC-BRAF V600E-MSS classées CMS4 sont rattachées au sous
type d’expression génique BM1 qui est associé a une forte activité de la voie des MAPkinases (Barras
etal. 2017). En résumé, les tumeurs BRAF V600E-MSS ont une forte activité de la voie des MAPK et un

fort phénotype de CSC, ces informations sont en concordance avec notre étude.

BRAF V600E dans le mélanome : Grace a une collaboration avec I’équipe d’Alain Eychene a l'institut
Curie a Orsay, nous avons analysé I'activité enzymatique de I’ALDH (marqueur de CSC) dans des lignées
de mélanome afin de déceler une corrélation entre les mutations BRAF et RAS et les CSC (Figure 47).
En comparaison avec les lignées BRAF/RAS sauvages (WT), les lignées BRAF V600E et RAS mutée (RAS
MT) semblent avoir une plus forte proportion de CSC ALDH®¢"é¢, Les mutations de la voie des
MAPkinases dans ce contexte semblent augmenter la population souches ALDH®e¢, Cet
enrichissement est plus important pour les lignées RAS MT. Nous savons que pour ce cancer, la
mutation BRAF V600E est associée a un meilleur pronostic de survie, car ces patients peuvent

bénéficier des iBRAFs (Kopetz et al. 2015)
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Etant donnés les assez bons résultats de l'inhibition de BRAF V600E chez les patients avec un
mélanome, nous avons entrepris d’analyser le phénotype des cellules aprés inhibitions
pharmacologique et génétique de BRAF V600E sur une lignée de mélanome MEL501 (BRAF
V600E) (Figure 48A-B). Les traitements des cellules avec du Vemurafenib ou par inhibition
transcriptionnelle (siBRAF V600E) ont radicalement diminué la population de CSC de la lignée (plus
fortement que pour la lignée RKO-MSI). Nos résultats sont en concordance avec les données cliniques
(Chapman et al. 2011). Les rechutes liées a ce traitement sont causées par la pression de sélection
induite par les iBRAF V600E. Cela permet I'apparition de mutations supplémentaires réactivant la voie

des MAPkinases ou suractivant celle des PI3K-AKT (H. Shi et al. 2014; Luebker et Koepsell 2019)
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Figure 48: Inhibition pharmacologique et génétique de BRAF V600E dans une lignée de mélanome MEL501
(BRAF V600E).

A. Diminution drastique de la population ALDH"*¢ gpreés traitement avec du Vemurafenib (iBRAF V60OE). Les cellules sont
traitées a 5uM pendant 72h. Moyenne + SEM, n=4, ****p<0,001). B. Diminution de la population ALDH*"é¢ gpreés inhibition
de I’expression de la protéine BRAF V600E. (moyenne + SEM, n=3, **p<0,01).

Les études cliniques dans le CRC : |la monothérapie ciblant BRAF V600E n’est plus proposée aux

patients atteints de CRCm et porteurs de la mutation au vue de son inefficacité sur la survie des
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patients. Nos travaux ajoutent I'information supplémentaire qui est 'inefficacité de cette stratégie
thérapeutique sur la population de CSC. A la suite de la publication de I’équipe de Bernards, les
cliniciens ont proposé comme pour le mélanome, la combinaison d’inhibiteurs d’acteurs de la voie des
MAPK. L'idée étant d’empécher les boucles de rétroaction compensatoire afin d’augmenter le bénéfice
cliniqgue. L'étude clinique de BEACON en 2019 a fourni des résultats décrits comme étant
encourageants. En effet, elle proposait |a triple inhibition de la voie des MAPkinases en ciblant I'EGFR
(Cetuximab), BRAF V600E (Encorafenib) et MEK (Binimetinib) (description plus détaillée en 1.3.2.6.3
iBRAF V600E, iMEK et anti-EGFR) (Kopetz et al. 2019). Ce protocole donné en seconde ligne aux

patients permet une augmentation de 3 mois de la survie des patients. Il faut cependant souligner que
la population de référence a été traitée avec des chimiothérapies + Cetuximab. Cette double
combinaison n’apporte pas de bénéfice clinique ce qui ne permet pas d’évaluer a juste titre les trois
mois de bénéfice obtenu (Di Nicolantonio et al. 2008). L’actualisation récente des données ne montre
finalement pas de bénéfice en terme de taux de réponse entre la triple combinaison et la double

(Encorafenib+ Cetuximab) (Lievre et al. 2020).

La recherche d’'une combinaison idéale semble étre fastidieuse car la diaphonie entre les voies de
signalisation n’est pas complétement décryptée. De plus, des données non publiées semblent suggérer

que I'Encorafenib active également PXR, ce qui pourrait diminuer I'efficacité de la combinaison.
Les stratégies thérapeutiques envisageables :

SRC est un oncogéne appartenant a la superfamille des non-récepteurs a tyrosine kinase (SFK). Cette
voie de signalisation est activée par la voie des PI3K-AKT, la voie des MAPK, le facteur VEGF, ainsi que
des interleukines et des modifications du cytosquelette (Yeatman 2004). La surexpression de la famille
des SRC dans des cellules cancéreuses du colon augmente I'invasion et la migration des cellules sans
impacter la prolifération cellulaire (J. Chen et al. 2014). De plus, des études ont corrélé I'activité des
SFK aux stades tumoraux. En effet, I’activité de la voie SRC est beaucoup plus élevée dans le CRCm que
dans les stades plus précoces (Talamonti et al. 1993; Allgayer et al. 2002). Cette forte activité promeut
le développement tumoral et métastatique (Sirvent et al. 2020). SRC est aussi en lien avec la population
de CSC dans le CRC (Jin 2020). Le récepteur a I'acide hyaluronique CD44 (marqueur de CSC) active SRC
ce qui induit l'inhibition du suppresseur de tumeur mir-203. Cela a pour effet d’augmenter la
prolifération et la survie cellulaire.

Ces informations confortent nos résultats, en effet I'inhibition de BRAF V600E avec du Dabrafenib
active fortement la voie SRC. Cette voie de signalisation serait impliquée dans la résistance
(augmentation du pool de CSC) et dans I'augmentation des capacités d’invasion observées lors des

expériences en chambres de Boyden. Des expériences supplémentaires sont nécessaires, comme par
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exemple |'étude des capacités de formation métastatique dans des modeéles murins (avec des
injections de cellules traitées dans la rate et suivi du développement métastatique).

Le ciblage de la voie de signalisation SRC est une option qui a déja été proposée dans le CRC.
Malheureusement, les essais cliniques ciblant SRC dans le CRC ont échoué (Martellucci et al. 2020). En
effet la majorité des études ont été réalisées sur des tumeurs avancées et fortement prétraitées.
L’absence de stratification des patients et de biomarqueurs prédictifs complique I’analyse des essais
cliniques. Afin de réévaluer cette stratégie clinique, des essais cliniques devraient étre réalisés sur des
patients possédant des tumeurs avec une forte activité de la voie SRC (validée par

immunohistochimie).

Il existe des inhibiteurs en phase préclinique de SRC tel que le Dasatinib ou le Bosutinib. Par exemple,
le Dasatinib qui est aussi un inhibiteur de la protéine de fusion BCR/ABL a initialement été approuvé
par la FDA pour traiter la leucémie myéloide chronique et la leucémie lymphoblastique aigué. Le
Dasatinib a également une faible spécificité pour différentes cibles que sont les SFK, FYN, YES et Lck
(protéines a activité tyrosine kinase). En 2009, I’équipe de Gallick démontre I’efficacité anti-tumorale
du Dasatinib en combinaison avec I'oxaliplatine dans le cancer du célon (Kopetz et al. 2009). En effet,
I’oxaliplatine en monothérapie induit une forte activation de SRC, la combinaison avec le Dasatinib
bloque cette voie de résistante ce qui inhibe fortement la croissance tumorale in vitro et in vivo.
Cependant, les résultats d’essais en clinique lui décélent une forte toxicité. A ce jour, I'efficacité

clinique de ce composé n’est pas démontrée.

Un des points forts de nos travaux, est la démonstration du fort phénotype de CSC détenu par les
tumeurs et lignées de CRC portant la mutation BRAF V600E. Cette population cellulaire est fortement
corrélée aux pronostics des patients (Merlos-Sudrez et al. 2011). Il est de plus en plus proposé des
stratégies visant a éliminer les CSC. Pour cela les inhibiteurs ciblent des marqueurs spécifiques ou des
voies de signalisation spécifiques des CSC (Fanali et al. 2014). L’objectif étant de pouvoir combiner les
thérapies conventionnelles avec des agents ciblant les CSC (Figure 49). Néanmoins, des contraintes

existent.
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Figure 49 : Stratégie de ciblage des CSC.

L’utilisation d’inhibiteur de CSC en combinaison avec des agents de chimiothérapie serait efficace comme
traitement pour le cancer. Source : O. Villeronce
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Du point de vue de la tumeur, I’'hétérogénéité et la plasticité des CSC augmentent la difficulté d’un
ciblage spécifique. En effet, les expériences de ciblage d’un seul marqueur de CSC ne sont pas efficaces
et la plasticité cellulaire permet I'apparition par dédifférenciation de cellules CSC résistantes a partir
de cellules non-CSC (Zhu et Fan 2018). Pour pallier a cette plasticité, des traitements inducteurs de la
différenciation cellulaire pourraient étre proposés (Paldino et al., 2014). Ces cellules différenciées
auront ainsi une meilleure réponse aux agents de chimiothérapies (Yu et al., 2013).

Cliniguement, cibler les CSC peut étre trés toxique, c’est le cas du XAV939 inhibiteur de la RB-caténine
qui a une forte cardiotoxicité (Liu et al. 2018). Inversement, le Niclosamide, qui est aussi un inhibiteur

de la voie Wnt/ R-caténine est plutot bien toléré par les patients (« NCT02519582 » 2018).

D’autres molécules sont en cours d’étude, c’est le cas de la Dihydroartemisinin (DHA) ou de
I'ironmycin. Elles induisent la mort des CSC par férroptose (mort cellulaire nécrotique) respectivement
dans le cancer du célon et du sein (Luo et al. 2018; B. Zhao et al. 2018; Yue Yang et al. 2020). L'avantage

est que cette stratégie d’action semble plus spécifique des CSC (Recalcati, Gammella, et Cairo 2019).

En conclusion compte tenu des résultats de mon travail de thése, dans le CRC le ciblage de
la mutation BRAF V600E devrait étre contre-indiqué pour les patients atteint de CRC-BRAF
V600E-MSS. En effet, nos travaux associés a ceux de la littérature démontrent que cibler
BRAF V600E est inefficace et promeut un phénotype de CSC. Les thérapies ciblant les CSC
et notamment leur plasticité en association avec de la chimiothérapie pourraient étre une
combinaison de traitements efficace pour les patients atteints de CRC avec une mutation

BRAF V600E.
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5 MATERIEL ET METHODE

Lignées cellulaires

La majorité des lignées cellulaires de I’étude ont été établies au laboratoire : nous avons des tumeurs
primaires (CPP24, CPP25, CPP44, CRC1), des métastatiques (CPP19, CPP30, CPP45) et des lignées issues
de cellules tumorales circulantes (CTC41, CTC44, CTC45, CTC31). En collaboration nous avons obtenu
les lignées : CSC4 (équipe de G. Stassi) et les MEL501 (équipe A. Eychene). Nous avons aussi des lignées
commerciales issues de I’ATCC ('American Type Culture Collection) : HT29, T84, SW620.

Culture des lignées cellulaires en suspension

Les cellules sont ensemencées a faible densité (5 cellules /ul), en condition de non-adhérence dans des
flasques traitées a cet effet (Corning ou coating au poly-2-hydroxyethyl methacrylate (Sigma)) et dans
du milieu supplémenté en facteurs de croissance (cf composition des milieux M11) a 37°C. Le milieu
est changé 1X par semaine aprés centrifugation des colosphéres a 400g et elles sont dissociées avec

de I'accumax (Sigma Aldrich) pendant 45 minutes a 37°C. Le nombre de passage est limité a 10.
Culture des lignées cellulaires en adhérence

Les lignées sont cultivées en condition d’adhérence avec du milieu DMEM (10% SVF, Glutamine2mM)
sans antibiotique. Les cellules sont dissociées avec de la Trypsine en fonction du temps nécessaire (<10

min). Le nombre de passages est limité a 10.
Milieux de culture

Milieu de culture des cellules adhérentes : Dulbecco/s Modified Eagle Medium (DMEM,Gibco)

contenant 10% de sérum de veau foetal (Eurobio), 2mmol/l de L-glutamine et 100 unités/mL.

Milieu M11 pour les cellules en suspension : DMEM-F12 avec glutamax (Gibco), 3% de glucose, N2

(Gibco), 20ng/mL d’EGF (R&D), 10ng/mL de Bfgf (R&D) et 20ug/mL d’insuline (Sigma Aldrich).

Composant du supplément N2 (Gibco) : Transferrine humaine (Holo), Insuline, Progesterone,

Putrescine, Selenite.
Test de sensibilité aux traitements (test de toxicité cellulaire)

5000 cellules sont déposées dans chaque puits d’une plaque 96 puits dans 50ul de milieu DMEM. Le

lendemain les cellules sont traitées en triplicat par des concentrations croissantes de traitement
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pendant 72h. FIRI : mélange de 5FU et SN38 (1X : 50uM 5FU + 0.5uM SN38). La luminescence est lue

apres lyse avec le kit CellTiterGlo Assay (Promega). Les CI50 sont calculées graphiquement.
Test de viabilité cellulaire

1000 cellules par condition sont déposées dans 3 puits de plusieurs plaques 96 puits et dans 100 pL de
milieu DMEM. Le nombre de plaques 96 puits est déterminé en fonction du nombre de points a
réaliser. Pour 96h de suivi, il faut une plaque 96 puits par 24h soit 4 plaques. Toutes les 24h, la

luminescence est lue apres lyse avec le kit CellTiterGlo Assay (Promega).

Traitement des cellules

Y

200 000 cellules en condition d’adhérence sont traitées pendant 72h a I'IC50 de I'agents
préalablement déterminée (par test de sensibilité aux traitements).
Les différents agents sont le Vemurafenib, le Dabrafenib, PLX4720, I'Encorafenib, le Cetuximab, le

Binimetinib, le FIRI (5FU +SN38).
L’inhibition transcriptionnelle de BRAF V600E (siARN)

Les siCTRL et siBRAF V600E (#11) (Figure 50) sont obtenus par collaboration avec I’équipe Bienvenu

(IGF, Montpellier). La validation est décrite dans I’article (Champagne et al. 2020).
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Figure 50 : Analyse HTRF des niveaux protéiques de BRAF WT et BRAF V600E apreés traitement
avec différents siBRAF V60OE.

Les cellules sont traitées en condition d’adhérence en suivant le protocole fournit par Invitrogene ®:
https://assets.thermofisher.com/TFSAssets/LSG/manuals/Lipofectamine_ RNAIMAX_Reag_protocol.p
df

Analyses par cytométrie en flux
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Activité de 'ALDH : 'activité enzymatique des ALDH est évaluée par le kit ALDEFLUORTM (Stem Cell
Technology) selon le protocole recommandé. Pour I'analyse de I'activité ALDH, le DEAB est utilisé en
contréle pour chaque test et le seuil de positivité est fixé a 0,1% du bruit de fond obtenu en présence

de DEAB.
Marquage immunologique des cellules

100 000 cellules sont incubées dans 100l de PBS-5%BSA et X ul d’anticorps pendant Y min a 4 degrés
puis lavées au PBS-5% BSA avant d’étre analysées par cytométrie en flux. Le volume d’anticorps X et
temps de marquage Y sont déterminés par les protocoles d’usine. Anticorps utilisés : CD44v6-APC (R&D
FAB36604), CD26-APC (BDPharmingen 563670). L'isotype controle de chaque anticorps est utilisé en

controle.

Afin d’évaluer la mortalité cellulaire, pour chaque analyse, les cellules sont reprises dans du tampon
contenant du sytox blue (invitrogen). L’analyse par cytométrie en flux est réalisée sur la plateforme

MRI a I'aide du Miltenyi MACS-QUANT.
Marquage immunologique des coupes de patients

Marquages immunologiques réalisés sur une cohorte de 63 adénocarcinomes colorectaux (20 RAS
muté ; 20 BRAF muté et 20 RAS/BRAF sauvage). Anticorps CD26 (Rab mAb Clone EPR20819) et CD44v6
(Clone VFF-18; AbCam Ref ab78960 Mouse Monoclonal IgG1).

Test de formation de sphéres (SFC)

Pour quantifier la fréquence en CSC-CIT, les cellules traitées sont ensemencées par cytométrie en flux
ou manuellement a 100cellulles/100pl de milieu M11 en suspension dans une plaque 96 puits. Au bout

de 7 jours, les spheres (colospheres) sont quantifiées.
Test d’invasion cellulaire

70000 cellules sont ensemencées dans la chambre supérieure du dispositif dans 250uL de milieu
DMEM sans antibiotique. La chambre a été préalablement recouverte de Matrigel (0.5-1.5 mg/mL).
Les analyses sont réalisées au bout de 48h aprés marquage avec de la Calcéine (4pg/ml). Les photos
sont effectuées avec le ZEISS OBSERVER 7 de la plateforme MRI (IGH, Montpellier). Les cellules sont

quantifiées avec le logiciel image J.
Injections sous-cutanées

1% injection : injection de 50-500-5000 cellules (contrdle ou traitées Dabrafenib) dans 5 souris nudes

/condition. (Souris femelles de 6 semaines). Les cellules étaient re-suspendu dans un mélange PBS et
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matrigel (50/50). Les souris ont été sacrifiées quand les tumeurs ont atteint 700 mm?. Les tumeurs
sous-cutanées issues de l'injection de 500 cellules sont récupérées et lavées avec du PBS 1X froid. La
moitié de chaque tumeur est incluse en paraffine et I'autre moitié est dissociée a 'aide du kit de

dissociation Mouse Tumor Dissociation Kit (Milteniy).

2" injection (réinjection des cellules triées issues de la premiére injection en condition 500 cellules) :
injection de 50-500 cellules (PBS/Matrigel (50/50)) dans 5 souris nudes /condition. Les tumeurs

récupérées sont divisées en deux, la moitié des tumeurs est incluse en paraffine et I'autre congelée.

L"apparition des tumeurs est surveillée tous les deux jours et le suivi de la taille est effectué deux fois

par semaine au pied a coulisse.
Analyse d’activité des kinases MEK1/2 et ERK1/2

Utilisation des kits Cisbio : phosphoMEK1/2 Ser218/222 et Phospho-ERK (Thr202/Tyr204). Suivi du
protocole fourni par Cisbio. Lecture sur I'analyseur Spark (plateforme Arpege, IGF, Montpellier). Pour
chaque expérience, la viabilité cellulaire est évaluée. Les résultats sont relativisés en fonction de la

viabilité cellulaire.
Analyse de I'activité des tyrosines kinases aprés traitement par du Dabrafenib

Un culot d’1 million de cellules (contréles ou traitées Dabrafenib 72h) par lignée (CTC45 et HT29) est
envoyé a I'entreprise Pamgene (https://pamgene.com/technology/). L’activité des tyrosines kinases
des lysats cellulaires a été déterminée par I’entreprise en utilisant une technologie qui détecte I'activité
des kinases dans des lysats cellulaires en mesurant la phosphorylation de peptides spécifiques. Des
analyses statistiques permettent ensuite de fournir une liste des Kinases présentant des fortes

modifications d’activité en réponse a un traitement.
Western Blot

Les cellules sont lysées avec du tampon de lyse RIPA (RIPA, orthovanadate, NaF, glycerophosphate,
EGTA, DTT) supplémenté avec des inhibiteurs de protéase (Protease Inhibitor Cocktail (Roche)). Pour
le Western Blot, les échantillons préalablement dénaturés dans du tampon Laemmli sont mis a migrer
sur SDS-PAGE 10% ou 7.5% puis transférés sur membrane par transfert liquide. Les membranes sont
bloguées avec du PBS 5% lait pendant 1heure. Les anticorps primaires : Actine (sigma-Aldrich), BRAF

V600E (VE1) (Eurobio E19290, dilution 1/50).
Extraction ARN et RT-QPCR

Les ARNm sont extraits sur mini-colonnes (Qiagen). La transcription réverse est effectuée par la

SuperScript™ Il (Invitrogen). Aprés dilution des cDNA, nous procédons a la gPCR en temps réel en
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plaque 384 puits (Roche, Lightcycler 480) avec 300 nM de primers, 5ng de cDNA / puits et du sybrgreen
(Roche). La méthode de quantification de I’expression des ARNm utilisée est : ACT= (CT GAPDH — CT
Gene d’intéret), et le fold change = 2(ACTlignée d’intéret-ACTde référence). Le ACT de référence est
établi en faisant la moyenne des ACT des CPP19, CPP24, CPP25 et CPP30. Les lignées sont cultivées

dans les mémes conditions.

Liste des amorces pour les qPCR :

Primer Séqguence sens Séquence anti-sens

GAPDH GGTGGTCTCCTCTGACTTCAACA | GTTGCTGTAGCCAAATTCGTTGT
ABCG2 TGCAACATGTACTGGCGAAGA TCTTCCACAAGCCCCAGG
UGT1A GAATCTTGCGAACAACACGAT TTCAGGGTCACTCCAGCTCC
UGT1Al AAATCCACTATCCCAGGAAT AGTATCGTGTTGTTCGCAAG

Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a |’aide du logiciel GraphPad Prism®. Les valeurs moyennes
sont représentées + SEM ou + SD et les tests statistiques utilisés sont répertoriés en-dessous des
figures correspondantes. Les données statistiquement significatives (p < 0,05) entre deux conditions

sont repérées par une ou plusieurs étoiles.
Infection virale des cellules

Les plasmides pBABE CTRL, pBABE BRAF WT et pBABE BRAF V600E ont été validés par séquencage. La
structure des plasmides est présentée en figure 51. Les rétrovirus ont été produits par la plateforme

PVM (Plateforme de Vectorologie de Montpellier). Les rétrovirus sont murins MulV-VSVG.

Les cellules sont infectées avec 30 uL de la production virale et la sélection est faite par antibiotique
(puromycine 1pg/mL) pendant environ 14 jours. Les infections ont aussi été validées par Western-blot

(BRAF V600E et BRAF WT) et par HTRF (niveau de phosphorylation de Phospho MEK1/2 et ERK1/2).
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6 COMMUNICATIONS SCIENTIFIQUES ET COLLABORATION

% Orals

2019: IGH pHD students & Postdoc meeting

% Posters
2019: IGH pHD students & Postdoc meeting
2018 : CBS2 days

2017 : CBS2 days

«* Collaborations

AMHR?2 Project : Caractérisation de la population exprimant AmHR2 dans le cancer du c6lon
GAMAMAES
Reprogrammation des cellules tumorales aprés traitement au 5 Fluro-uracile

Jean Jacques DIAZ (CRCL Lyon)

< Papiers

« Circulating tumour cells from patients with colorectal cancer have cancer stem cell hallmarks in ex
vivo culture” Grillet F, Bayet E, Villeronce O, Zappia L, Lagerqvist EL, Lunke S, Charafe-Jauffret E, Pham
K, Molck C, Rolland N, Bourgaux JF, Prudhomme M, Philippe C, Bravo S, Boyer JC, Canterel-Thouennon
L, Taylor GR, Hsu A, Pascussi JM, Hollande F, Pannequin J. Gut. 2017 Oct;66(10):1802-1810. doi:
10.1136/gutjnl-2016-311447. Epub 2016 Jul 25. PMID: 27456153; PMCID: PMC5595103.
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Sources figures : (Marisa, s. d.; Vermeulen et Snippert 2014; Weledji 2017; Markowitz et Bertagnolli
2009; Nusse et Clevers 2017; Strickler, Wu, et Bekaii-Saab 2017; Melo et al. 2013; Dekker et al. 2019;
Guinney et al. 2015; Stintzing et al. 2019; Grillet 2015; Vries, Huch, et Clevers 2010; Carnero et Lleonart
2016; Tomita et al. 2016; Vermeulen et Snippert 2014; Zhou, Liu, et Xue 2012; Lam et al. 2014; Hatina
etal. 2019; McCain 2013; Downward 2003; Favre 2014; Wellbrock, Karasarides, et Marais 2004; Lavoie

et Therrien 2015; Barras et al. 2017; Tran et al. 2011; Karoulia, Gavathiotis, et Poulikakos 2017)
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